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I r\ PCT/EP98/01653 

PATENT COOPERATION TRlATY 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 
(PCT Rule 61.2) 


To: 

United States Patent and Trademark 

Office 

(Box PCT) 

Crystal Plaza 2 

Washington, DC 20231 

ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing! 

01 October 1998 (01.10.98) 


International application No.: 

PCT/EP98/01653 


Applicant's or agent's file reference: 
15404P WO 


International filing date: 

20 March 1998 (20.03.98) 


Priority date: 

21 March 1997 (21.03.97) 


Applicant: 

GROLL, Michael et al 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

[)<] in the demand filed with the International preliminary Examining Authority on: 

24 August 1998 (24.08.98) 



| | in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election [XJ was 

□ 



was not 

made before the expiration of 19 months from the priority date or. where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 





Authorized officer: 




The International Bureau of W1PO 






34, chemin des Colombettes 






1211 Geneva 20, Switzerland 


J. Zahra 




Facsimile No.: (41-22)740.14.35 


Telephone No.: (41 -22) 338.83.38 





Form PCT/IB/331 (July 1992) 



\ Copy for the Elected Office (EO/UP^ 

PATEI^ COOPERATION TREATY 



PCT/EP98/01653 



From the INTFRNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF THE RECORDING 
OF A CHANGE 

(PCT Rule 92bis.1 and 
Administrative Instructions, Section 422) 



Date of mailing (day/month/year) 
05 February 1999 (05.02.99) 



Applicant's or agent* s file reference 
15404P WO 



To: 



WEICKMANN, H. 
Kopernikusstrasse 9 
D-81679 Munchen 
ALLEMAGNE 



IMPORTANT NOTIFICATION 



International application No- 



International filing date (day/monthtyear) 
20 March 1998 (20.03.98) 



1 The following indications appeared on record concerning: 

X the applicant Q the inventor Q the agent \J the common representee 


Name and Address 

BOEHRINGER MANNHEIM GMBH 


State of Nationality 1 blare or nesiaence 
DE | DE 


Sandhofer Strasse 112-132 
D-68305 Mannheim 
Germany 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning. 
PI the person X the name Q the address Q the nationality □ the residence 


Name and Address 

ROCHE DIAGNOSTICS GMBH 
Sandhofer Strasse T12-1 32 
D-68305 Mannheim 
Germany 

3. Further observations, if necessary: 


State of Nationality State ot nesioence 
OE | DE 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


4. A copy of this notification has been sent to: 
\X\ the receiving Office □ the designated Offices concerned 
□ the International Searching Authority 0 *. elected Offices concerned 
["X] the International Preliminary Examining Authority | | other: 



The International Bureau of WlPO 
34, chemin des Colombettes 
121 1 Geneva 20, Switzerland 



Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 



Beate Giffo-Schmitt 

Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/lB/306 (March 1994) 



002465824 



s Copy for the Elected Office (EO/Uf\ 

PATENT COOPERATION TREATY 



PCT/EP98/01653 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF THE RECORDING 
OF A CHANGE 

(PCT Rule 92bis.1 and 
Administrative Instructions, Section 422) 



Date of mailing (day/month/year) 

03 September 1999 (03.09.99) 

Applicants or agent* s file reference 
15404P WO 



To: 



WEICKMANN, H. 
Kopernikusstrasse 9 
D-81679 Munchen 
ALLEMAGNE 



IMPORTANT NOTIFICATION 



International application No. 
PCT/EP98/01653 



International filing date (day/month/year) 
20 March 1998 (20.03.98) 



1. The following indications appeared on record concerning: 

the applicant Q the inventor [j the agent 



□ 



the common representative 



Name and Address 

ROCHE DIAGNOSTICS GMBH 
Sandhofer Strasse 112-132 
D-68305 Mannheim 
Germany 



State of Nationality 
DE 



State of Residence 
DE 



Telephone No. 



Facsimile No. 



Teleprinter No. 



2. The international Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning: 
|3 the person Q<) the name fx] the address Q the nationality U the residence 



Name and Address 

MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT ZUR 
FOTDERUNG DER WISSENSCHAFTEN E.V. 
Hofgartenstrasse 8 
D-80539 Munchen 
Germany 



State of Nationality 
DE 



State of Residence 
DE 



Telephone No. 



Facsimile No. 



Teleprinter No. 



3. Further observations, if necessary: 



4w A copy of this notification has been sent to: 
fx] the receiving Office 
| | the International Searching Authority 
| | the International Preliminary Examining Authority 



j | the designated Offices concerned 
|~X| the elected Offices concerned 
| | other: 



The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 



Facsimile No.: (41-22)740.14.35 



Authorized officer 

Ellen Moyse 
Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/306 (March 1994) 



002830485 



^ PCT/EP98/01653 

Latent cooperation trRty 



From the INTERNAf IQNAll^iuf^AUfi rt n 



PCT 

NOTIFICATION OF TRANSMITTAL 
OF COPIES OF TRANSLATION 
OF THE INTERNATIONAL PRELIMINARY 
EXAMINATION REPORT 

(PCT Rule 72.2) 


To: 

WEICKMANN, H 


E 1. OK1 1939 

Frist: 

_ PatentanwEtta 


! 

I 


' Kopernikusstrasse 9 . 
D-81679 Munchen 
ALLEMAGNE 


Date of mailing (day/month/year) 

22 September 1999 (22.09.99) 




Applicant's or agent's file reference 
15404PWO 


IMPORTANT NOTIFICATION 


International application No. 
PCT/EP98/01653 


International filing date (day/month/year) 

20 March 1998 (20.03.98) 


Applicant MAX .pLA N CK-GESELLSCHAFTZURF6RDERUNGDERWISSENSCHAFTENE.V. et 
al 



1. Transmittal of the translation to the applicant. 

The International Bureau transmits herewith a copy of the English translation made by the 
International Bureau of the international preliminary examination report established by the 
International Preliminary Examining Authority. 



Z Transmittal of the copy of the translation to the elected Offices. 

The International Bureau notifies the applicant that copies of that translation have been 
transmitted to the following elected Offices requiring such translation: 

BR,CA,CN,GB,JP,KP,KR,NZ,PL,US 



The following elected Offices, having waived the requirement for such a transmittal at this time, 
will receive copies of that translation from the International Bureau only upon their request: 

AP,EA,EP,AL,AM,AT,AU,AZ,BA^^ 
IS,KE,KG,KZ,LC,LK,LR,LSAT,LU,LV,M^ 
TJ/TM/TR JT,UA,UG,UZ,VN/m,ZW,OA 



3. Reminder regarding translation into (one of) the official language(s) of the elected Office(s). 

The applicant is reminded that, where a translation of the international application must be 
furnished to an elected Office, that translation must contain a translation of any annexes to the 
international preliminary examination report. 

It is the applicant's responsibility to prepare and furnish such translation directly to each elected 
Office concerned (Rule 74.1 ). See Volume II of the PCT Applicant's Guide for further details. 





The International Bureau of WIPO 
34, ehemin des Colombettes 
121 1 Geneva 20, Switzerland 

Faosimflo No. (41-22) 740.14.36 


Authorized officer * 
Jean-Marie McAdams 

Telephone No. (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/338 (July 1998) 2864891 



PCT 087381286 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 1 8 sowie Regain 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

15404P WO 


u/ciTCDce siehe Mitteilung Qber die Ubermtttlung des intemationalen 
WEIT tH tt> Recherchenberichts (Formblatt PCT/1SA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/01653 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

20/03/1998 


(FrGhestes) Priontatsdatum { / ag/Monaujanr; 

21/03/1997 


Anmelder 

BOEHRINGER MANNHEIM GMBH et al . 



Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der Intemationalen Recherchenbeh6rde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Intemationalen BQro Qbermittett. 



Dieser intemationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _ 5 



. Blatter. 



\£\ Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unteriagen zum Stand der Technik bei. 



Q[] Bestimmte AnsprQche haben sich als nicht recherchlerbar erwiesen (siehe Feld I). 
2. Q Mangelnde Einheitlichkeit der Erflndung (siehe Feld II). 

3 n In der intemationalen Anmeldung ist eln Protokoll einer Nucleotid- und/oder Aminosauresequenzoffenbart; die intemationale 
— Recherche wurde auf der Grundlage des Sequenzproto kolls durchgef Qhrt, 

| | das zusammen mit der intemationalen Anmeldung eingereicht wurde. 
| | das vom Anmelder getrennt von der intemationalen Anmeldung vorgelegt wurde, 

I - ! dem jedoch keine Erklarung beigefOgt war, daB der Inhalt des Protokolls Q^den 
L - 1 Offenbarungsgehalt der intemationalen Anmeldung tn der eingereichten Fassung hinausgeht. 

Q das von der Intemationalen Recherchenbehfirde in die ordnungsgemaBe Form Qbertragen wurde. 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erflndung 

| | wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
wurde der Wortlaut von der BehOrde wie folgt festgesetzt. 

VERFAHREN ZUR REINIGUNG UND KR I STALLI S I ERUNG VON PR0TEAS0M 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
PI wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der Feld III angegebenen Fassung von dieser Mfirde 

1 festgesetzt. Der Anmelder kann der Intemationalen Recherchenbeh6rde innerha b eines Monats ^nach 
dem Datum der Absendung dieses intemationalen Recherchenberichts e.ne Stellungnahme vorlegen. 



Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu verdffentlichen: 

Abb Nr £ E wie vom Anme1der vorgeschlagen O keine der Abb 

[ | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erflndung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/1SA/21 0 (Blatt 1) (Juli 1992) 



INTERNATIONALER RtCHERCHENBERICHT 



Inten^^Miles Aktenzeiohen 

PCT/EP 98/01653 



Feldl 



Bemerkunqen zu den AnsprOchen, die sich als nicht recherchierbar ercriesen haben (Fortsetzung von Punkt 1 auf Blatt 1 



GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grunden fQr bestimmte Anspruche kein Recherohenbericht erstellt: 
1 ' f— ' ^H^tlchauf Gegenstande beziehen. zu deren Recherche die Beharde nicht verpflichtet ist, namlich 



2 " E CeH^c^auf Teile der intern^nlln LLldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle international Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 

Anspruch 20 wurde wegen Fehlens der technlschen Offenbarung unvol 1 standi g 
gesucht (Art. 6, PCT) 

3 - O SSEmM urn abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder EinherB.oh keit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 

Die Internationale Recherchenbeh6rde hat festgestellt, daB diese intemationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



1 □ SSS£^.SS£S=^ 

Gebuhr aufgefordert. 

3. n DaderAnmeldernureinigedererforderiichen zusatzlichen "^erchengebOhren r^ 

I I intemationale Recherohenbericht nur auf die Anspruche der intern ationalen Anmeldung, (Or die GebQhren entncmei worae 

sind, namlich aut die Anspruche Nr. 



faftt: 



Bemertcungen hlnslchtlich eines Wlderspruchs Q Die zusatzlichen GebQhren warden vom Anmelder unter Wderspruch gezahlt. 

[ [ Die Zahfung zusatzlicher GebQhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Jui' 1992) 



PATENT ANWALTE 

European Patent Attorneys 
European Trade Mark Attorneys 



The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
121 1 Geneva 20 
Switzerland 



:kmaj^S| 



* DIPU-ING. H. WEICI 

DIPL.-1N0. F. A. WEICI 

DIPL.-CHEM. B. HUBER 

or. -inc. H. LISKA 
DIPL-PHYS.DR. J. PRECHTEL 

DIPL.-CHEM. DR. B. BOHM 
DIPL.-CHEM. DR. W. WEISS 

DIPL.-PHYS. DR. J. TIES MEYER 

DIPL.-PHYS. DR. M. HERZOG 

DIPL.-PHYS. B. RUTTENSPERGER 



8/381Zt»b 

POSTFACH 860 820 
81635 MUNCHEN 



KOPERNIKUSSTRASSE 9 
81679 MONCHEN 
• 

TELEFON (089) 45563 0 
TELEX 522 621 
TELEFAX (089) 45563 999 
E-MAIL email@weickmann.de 



IHR ZEICHEN / YOUR REF. 



amtliches Aktenzeichen: 

PCT/EP98/01653 

Anmelder bzw. Inhaber: 

Roche Diagnostics GmbH 



Max-Planck-Gesellschaft zur Forderung 
der Wissenschaften e.V. 
Hofgartenstr. 8 
D-80539 Munchen 
DE 



Eine Ubertragungserklarung sowie eine durch 
die Max-Planck-Gesellschaft .... unter- 
zeichnete Vollmacht folgen. 



Die im September 1999 falligen nationalen 
Phasen sollen bereits im Namen der Max- 
Planck-Gesellsphaft .... eingeleitet werden. 
Daher wird -gebeten, tins die amtliche 
Mitteilung der Registrierung der Anderung 
baldmoglichst zukommen zu lassen. 



Dr. W. WeiB 



UNSER ZEICHEN / OUR REF. DATUM / DATE 

1 5404P WO/WWei . „ ^ 

2 7. Aug. 1999 



OUUUL |— 



Die oben genannte internationale 
Patentanmeldung wurde von Roche 
Diagnostics GmbH ubertragen auf 



BANKVERBINDUNOEN: 
BANK ACCOUNTS: 
VAT-ID. NR. Dli 130 753 315 



HYPOVEREINSBANK 

K0333 MONCHEN. POSTFACH I 

KONTO 208 401 (BL7, 700 202 70) 



POSTMAN K MONCHEN 

KONTO 77 46 -K04 (MLZ 7(X) MX) K0) 



PCT 



ANTRA G 



Der Unterzeichnete beamragt, daB die vorliegende 
intcrnationale Anmeldung nach dcm Venrag iibcr die 
Internationale Zusammenarbcit auf dcm Gebiel des 
Patenlwesens behandeh wird. 



Vom Anm 



Internationales Aktcnzcichen 




8/3,8 1286 

3X/01 65"3 



20 MAR 1998 

Internationales Anmcldedatum 



(2tt 03. 38) 



OFFICE EUROPEEN DES BREVETS 
DEMANDE INTERNATIONALE PCT 
Name des Anmeldeamts und "PCT International Application" 



Akienzeichcn des Anmelders oder Anwalts {falls Rrwunscht) 
(max. 12 Zeichen) 154 04P WO 



Fcld Nr. I BEZEICHNUNC DER ERF1NDUNG 
Proieascmenst.rukt.ur und Verfahren zur Identif izierung von 
Pro-Leasom-Inhibitoren 



Feld Nr. II ANMELDER 



Nam* und Anschrift: (FamUiennomeyomame: beijuristischenPenonenvolbta^^ 

Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugebetu) 

Boehringer Mannheim GmbH 
. v Sandhofer St.r. 112-132 
fD-68305 Mannheim-Waldhcf 

DE 



□ 



Diese Person ist 
gleiehzeitig Erfindcr 



Tclefonnrj 



Tdcfaxnrj 



Femschrcibnr^ 



Siaaisangehbrigkeit (Staai): 


Sitx oder Wohnsiu (Staai): 


DE 


DE 



Diese Person ist Anmclder | I *lle Bestim* [~J itle Bcsummuncisiaatcn mil Ausriahmt T~ ] nur die Vcrcinip icn 1 I die im Zuatrfcld 

furfolgendeSuaten: l_J imingjsttaten I der Vcrcinictcn Staaten von Amerika L_J Staaten von Amcriki | 1 anceccbcncn Stamen 



Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 



Name und Anschrift: (Fomnitnnameyonusme:beijuristuehenPentmenvolbi^ 

Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Nome des Stoats anzugeben) 

GROLL , Michael 
Tiirkenstr. 11 
D- 8 03 3 3 Mur.chen 
DE 


Diese Person ist: 
[ ] nur Anmclder 

[ x | Anmelder und Erfinder 

T~\ nur Erfinder (Wird dieses Kastehen 
I— J angekreua. so sind die nachstehenden 
Anjtabennicht no/igj 


Staatsangehbrigkeit (Staat): 
DE 


Siu oder Wohnsiu (Staat): 
DE 


Dieic Person ist Anmclder r— l 2 \\c Bettim* 1 1 allc Besiimmunciitaatenmit Ausnahmc nj^l nur die Vcrciniptcn [ 1 die im Zuotzfcld 

fur folgende Staaten: | J munpiiuaten 1 I der Vercini^icn Staaten von AmeriU* l_J Staaten von Amcriki l_J anpepcncncnStaaicn 


| | Wcitere Anmcldcr und/oder (weitere) Erfindcr sind auf cinem Fortsetzungsblatl angegeben. 


Feld Nr. IV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ZUSTELL A NS C H RI FT 


Die folgcnde Person wird hiermit bestcllt/ist bestelh worden. urn fur den (die) Anmclder f^i Anwa | t | | gcmcinsamer 
vor den rusilindigcn intcmationalcn Behbrdcn in folgcndcr Eigenschafl ru handcln als: U — 1 1 — 1 Vcrtrcicr 


N a me u nd A n sc hri f I : ( Fomiliennome. Vomomc: bei iuristischen Personen wllstbndiie omtliehr Bezeichnunj:. 

Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Nome des Stoats onzugeben.) 

Weickmann, H., Weickmann, F.A., Huber, B., 
Liska, H., PrechLel, J*, Bohm, B., WeiE, W., 
Herzog, M • , Tiesmeyer, J. 
Kopernikusstr ♦ 9, D-81679 Munchen, DE 


Tclcfonnr.: 

089 / 4 55 63 - 0 


Tclcfamr.: 

089 / 4 70 50 68 


Femiehrcihnr.: 

5 22 621 wepat. d 


1 1 Dicsci KSuchen in aniukreuxen, wenn kcin Anwali oder gcmcinsamer Vcnrcicr bcnelll ist und stall dessen im obigen Fcld 

\ 1 eine spcziclle ZuMcllan&chrifi ongegeben ist. 



Formbbtl PCT/RO/I0I (Dial! 1) (5. Juli 1994; Nachdruck Januar 1996) Siehe Anmerkunijen zu ditscm Amruiisjr 



• BhnNr...j.PCT/EP»y 0 16 5 3 
ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 



Wird kcines dcr folgenden F elder benutzU so ist dieses Blatt dem Antrag nicht beizufiigen. 


Name und Anschrift: (Familicnname, Vorname; bei juristischcn Personcn vollstandige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzaht und der Name des Staats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Stoat ist der Staat des Sitzes odcr Wohnsitzes dcs 

rinmctucrx* sujcm nuLnxitrncnu kCirt olaal QC5 oll^CS Ouzr WO/MStl+CS angCgCDcfl ISU) 

HUEER, Robert 
Schl esierstir . 13 
D- 821 10 Germering 
DE 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

1 *1 Anmelder und Erfinder 

1 I nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
I— 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig. ) 


Staatsangchorigkeit (Staat): 
DE 


Silz oder Wohnsitz (Staat): 
DE 


Diese Person ist Anmelder i | a » c Bestim- 1 | alleBestimmungssiaatenmitAusiiahme [— 1 nur die Vcrcinigtcn 1 1 die im Zusatzfeld 

lurfolgende Staaten: |_J mungssiaaien L_J der Vereinigten Staaten von Amerika L_| Staaten von Amerika L-J angegebenen Staaicn 


Name und Anschrift: (Familienname. Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmeldcrs, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist,) 

DITZEL, Lars 
Asternstr. 12 
D- 80689 Miinchen 
DE 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

I x| Anmelder und Erfinder 

|"""" 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
1— J angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 


Staatsangehdrigkeit (Staat): 
DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 
DE 


Diese Person ist Anmelder i i alleBestinv 1 1 allcBestimmungsstaatenmitAusnahme fTTl nurdie Vcrcinigien | 1 die im Zusatzfeld 

uirioigende Staaten: |_J mungsstaaten l_J der Vereinigien Siaaten von Amerika L2J Staaten von Amerika 1 1 angegebenen Staaten 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist) 

ENGH, Richard 
Herbst.st.r. 4 
D-82234 Wessling 
DE 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

1 ^1 Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht ndtig. ) 


Staatsangehdrigkeit (Staat): 
US 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 
DE 


Dicsc Person ist Anmelder i 1 alleBestim- | ) alleBestimmungsstaaienmiiAusnahme f— 1 nurdie Vereinigten 1 1 die im Zusattfeld 

lurfolgende Staaten: |_J mungssiaaien |_J der Vereinigten Siaaten von Amerika L2LI Staaten von Amerika L_J angegebenen Staaten 


Name und Anschrift: (Famtltenname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeichnung. Bei dcr Anschrift sind die Postleitzahl und dcr Name des Staats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 


Diese Person ist: 
| 1 nur Anmelder 

1 | Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder ( Wird dieses Kastchen 
L— J angekreuzt, so sind die nachstehenden 
A ngaben nicht ndtig. ) 


Slaaisangehbrigkcu (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diesc Person ill Anmelder r— | ,|| c Bestim- [— 1 alle Best immungwtaaten mil Ausnahme f— I nur die Vereinigten f— I die im Zusaufeld 
fur lolgcndc Staaten: |_— J muncssuatcn |_J der Vereinigten Siaaten von Amenka LJ Staaicn von Amerika 1 1 angegebenen Staaten 


| 1 Weiiere Anmelder und/oder (weiiere) Erfindcr sind auf cinem zusaulichcn Foruetzungsblatt angegeben. 



Formblatl PCT/RO/I0I (Foruetzungiiblait) (Januar 1997) Siche Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Feld Nr. V BESTIMMUNG VON STAATEN 



Btau Nr. 



PCT/EP^B / n a fi ^ 



Die folgenden Bestimmungen nach Rcgcl 4.9 Absatz a werden hicrmit vorgcnommcn (bine die cntsprechendcn Kastehen ankrcuzcn; wenigstcns 
cm Kastehen mufi angekreuzt werden)'. 

Rcgionales Patent 



SI 

0 



AP 



EA 



ARIPO-Patent: GH Ghana, GM Gambia. KE Kenia, LS Lesotho, MW Malawi. SD Sudan. S2 Swasiland. 
UG Uganda. Z\V Simbabwc und jeder wciiere Staat. dcr Vertragsstaat des Harare-Protokolls und des PCT ist 

Eurasisches Patent: AM Armenien. AZ Aserbaidschan. BY Belarus. KG Kirgisistan, KZ Kasachstan. MD Republik 
Moldau. RU Russische Foderauon. TJ Tadschikistan. TM Turkmenistan und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat des 
Eurasischen PatentObereinkommens und des PCT ist 

0 EP Europaisches Patent: AT Osteneich, BE Belgien, CH und LI Schweiz und Liechtenstein. DE Deutschland, 
DK Dancmark. ES Spanien, FT Finnland, FR Frankreich. GB Vereinigtes Kbnigreich, GR Griechenland. IE Irland, 
IT Italien. LU Luxemburg. MC Monaco. NL Niederlande, PT Portugal. SE Schweden und jeder weitere Staat. der 
Vertragsstaat des Europ&ischen Patentubereinkommens und des PCT ist 

0 OA OAPI-Patent: BF Burkina Faso. BJ Benin. CF Zentralafrikanische Republik. CG Kongo. CI C6te d'lvoire. 

CM Kamerun. GA Gabun, GN Guinea. ML Mali. MR Mauretanien. NE Niger, SN Senegal, TD Tschad. TG Togo 
und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat der OAP1 und des PCT ist (falls cine andere Schutzwhtsart odcr cin sonstiges 
Verfahren gewunscht wird, bitte auf der gepunkicicn Linie angeben) 

National es Patent (falls eine andere Schutzrechtsart oderein sonstiges Verfahren gewunscht wird, bine auf der gepunkteien Linie angeben ): 



e 
s 

E 
0 
E 
0 
E 
H 
0 
B 
0 

0 
12 
El 
0 

e 

B 
H 
S 
0 

E 
E 
E 
E 
E 

E 
E 
0 
El 
IS 
E 



E 
El 
0 

0 



AL Albanien IS 

AM Armenien 0 

AT Osterreich 0 

AU Australien 0 

AZ Aserbaidschan 13 

BA Bosnien-Herzegowina 0 

BB Barbados 

BG Bulgarien 0 

BR Brasilien 0 

BY Belarus 0 

CA Kanada 0 



CH und LI Schweiz und Liechtenstein 



CN China 0 

CU Kuba 0 

CZ Tschechische Republik 0 

DE Deutschland 0 

DK Danemark 0 

EE Estland 0 

ES Spanien 0 

FI Finnland 0 

GB Vereinigtes Ktmigreich 0 

GE Georgien 0 

GH Ghana 0 

GM Gambia 0 

GW Guinea-Bissau 0 



HU 

ID 

IL 

IS 

JP 

KE 

KG 

KP 

KR 
KZ 
LC 
LK 
LR 
LS 



LT Litauen 

LU Luxemburg 

LV Lettland 

MD Republik Moldau 

MG Madagaskar 

MK Die ehemalige jugoslawische Republik 

Mazedonien 

MN Mongolei 

MW Malawi 

MX Mexiko 

NO Norwegen 

NZ Neuseeland 

PL Polen 

PT Portugal 

RO Rumanien 

RU Russische Federation 

SD Sudan 

SE Schweden 

SG Singapur 

SI Slowenien 

SK Slowakei 

SL Sierra Leone 

TJ Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR Tiirkei 

TT Trinidad und Tobago 

UA Ukraine 

UG Uganda 

US Vereinigte Staaten von Amerika 



Ungam 0 

Indonesien 0 

Israel 0 

Island 0 

Japan 

Kcnia 0 UZ Usbekistan 

Kirgisistan 0 VN Vietnam . . . 

Dcmokratische Volksrcpublik Korea 0 YU Jugoslawien 

0 ZW Simbabwe . 

Republik Korea 

. , Kastehen fur die Bestimmung von Staaten (fur die Zwecke eines 

Kasachstan x a.- dpt a-* Y/„xrr— i:-u 



Saint Lucia 
Sri Lanka 
Liberia 

Lesotho □ 



nationalen Patents), die dem PCT nach der Veroffentlichung 
dieses Formblatts beigetreten sind: 

□ 

□ 



ZusUUlich zu den oben genannlen Bestimmungen nimmt dcr Anmcldcr nach Regcl 4.9 Absatz b auch alle anderen nach dem 

PCT zulassigen Bestimmungen vor mil Ausnahme der Bestimmung von . . 

Dcr Anmcldcr crklart. daO diese zusatzlichcn Bestimmungen unter dem Vorbchali einer Bestatigung stehen und jede zusatzliche 
Bestimmung. die vor Ablauf von IS Monaten ab dem Prioriiatsdatum nicht bestatigt wurdc. nach Ablauf dieser Frist als vom 
Anmcldcr zu rU c k ce nom me n g i I UDie Bestatigung einer Bestimmung erfolgi dureh die Einreiehung einer Mittetlung. in der dtese Bestimmung angegeben wird, 
und die lahlung der Bestimmungs* und der Bestatigungsgebuhr. Die Bestatigung mufi beim Anmeldeami innerhalb der Frist von 15 Monaten eingehen.) 



PMrrnhlnil rTT/PO/IOl /rtlmi *M /Itinnnr lOORt 



C*VJ»*> A nm*rl'ttnt*rm - 1 1 ftt*t*rrt A nt m P tfn rtn ttln T 



Fold Nr. VI PR10RITATSANSP 



Bbu Sr. 



PCT/EPAR / n 1 6 5 3 



WcMcrc Priori tjisan^»he Mnd im Zusuizlc Id angegchcn. | | 



Die Priomat dcr folgenden friiheren Anmeldunptem u*ird hicrmii beansprucht: 



Siaat 

(Anmrlde* oder Bestimmungsstaat 
* der Anmeldur.t.) 



Anmeldedatum 
(To t/Mnnat/Johr) 



Aktcnzeichcn 



Anmcldeami 
imtr hri rrvinnulrr ndrr 
iuirnuttmniilri Anntrhltmy / 



(iTfewropaiccha Fa- 

jontiar 



tGRpanmc ldung born 
Staat u.a J DE 



(2) 



(21.03.97) 



21. Marz 1997 



97 104 877.2 



Dimh Kasichtn onlrtuztn. wtnndit btfloubifie Kepiedrr/rHhernAnmcldunf ron dtm Ami ausfcsiclll urrden ««//. das fiirdit Zwcclctliwrimcnummmlcn AnmcUhmv 
Anmeldeoml til (eine Gebuhr Jton/i vtiianft tir rden): 

Das Anmeldsamt wird hiermit ersucht. eine beglaubigie Abschrifi der oben in Zcile(n) 



□ 



bezeichncten friiheren Anmeldung(en) zu ersiellen und dem Inlernalionalen Biiro zu ubcrmiucln. 



Feld Nr. VII INTERNATIONALE RECHERCHENBEH6RDE 



Wahl der Inlernalionalen Recherchenbehorde (ISA) (Sind z*-ci oder mehr internal innate 
Recherchenbehorden/iir die buernationole Recherche zustondig. ist dcr Name der Bchiirdeanzttj:rhcn. 

die die Internationale Recherche durehfiihren soil: Z%\Tibuclxsiaben-Code£cnQ$t): ISA / 

Fruhere Recherche: Auszufuticn. *enn eine Recherche (internatirmale Recherche. Recherche internathnaler Art odcr st$nsti\*e Rrrhrrche) hrrcitx 
bet der tmernanpnalen Recherchenbehorde beantrop oder iwj ihr dttrchpe/uhn mrden ist und diesc Brhilrdc mm rrsttrht ivi'rd. die intenwtinnalr 
Recherche so**ilwe moclich ouj die Ertebmsse emer solchcn frCtheren Recherche zu stiiizen. Die Recherche ttder der Rrrherchrnuntrav ist (lurch 
Angabe der betrejfendenAnmeldun$(bz«'.dcren Ubersetzttnx) odcr des Recherchenantrogsziubczrichncn. 
Staai (oder regionales Ami): 



Datum (Tag/Monat/Jahr) 



Aktenzeichen: 



Feld Nr. VIII KONTROLLISTE 
Diese internal ionale Anmeldung umfaBu 

1. Antra* : 

2. Beschxeibung : 

3. Anspriiche : 

4. Zusammenfassung : 

5. Zeichnungen 

Insgesamt : 



4 Blatter 

27 BISuer 

3 Blatter 

1 Blatter 

11 Blatter 

*I3*D Blatter 



Dieser inlernalionalen Anmeldung liegen die nachstehend angekreuzten Untcrlagcn bei: 

'• □ vES^"* £eSOndW,e *• B Bb,.^rdi § Cebuhrenbercch„un 5 

■> I | Kopie der allgemeinen 6. PH G e!i °ndcne Angaben zu hinter- 

I — I Vollmacht I I Icglen Mikroorganismen 

3. I - I Begriindung fur das Fehlen 7. I I Sequenzprotokolle fiir Nucleotide 

*— * der Unierschrift * I — » und/oder Aminoxauren (Diskette) 

Nr. VI kennzcichncn); 



Abbildung Nr. 



der Zeichnungen (falls vorhanden) soli mit der Zusammenfassung verSffentlicht werden. 



Feld Nr. IX UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS ODER DES AN WALTS 



Der Nome jeder unterzeichnenden Person ist neben der Unterschrifi zu wiederhoien. und es ist onzitceben. sofern sich dies nicht eindeuth attx dem Antrav 
ergtbt, in *rlcher Eigeuehafi die Person untrrzeichnet. a a 




2 C. M;v> 



1. Datum des tatsachlichcn Eingangs dieser 9/1 Mam «r^~ ( * ~ \ 
•mcrnationalcn Anmeldung: CU MAR 1998 [2 0. 03.9?) 


2. Zeichnungen 

R71 cingc- 
U2ll gangen: 

| | nichl cin- 
1—1 gegangen: 


J. Oeandencs Eingungsdaium aufgrund nachtriiplich. jeduch 
fnstecrccht eingegangener Unicrlagcn odcr Zeichnungen 
zur vcrvollstandigunc dieser inlernalionalen Anmcldunp: 


4 . Datum des fristgcrcchtcn Eincangs dcr anpcfordcn.cn 
Richiigsicllungen nach Anikcl 1 1(2) PCT: 


5. Vom Anmclder henanmc Ir A > 
Internationale RcchcirhcnhchOrde: I^A / 


C». I 1 Uhcrmiiilunp des Rcchcrchencxcmnlarfc his zur 
I— J Zahlung dcr RcchcrchcngchCihr auipcschobcn 



Datum des Eingangs des Akicnc/.cmplar* 
hcim Inicrtuiiicifuilcn Duro: 



• Vcim lim*rti;iiionalcn Biiru auxzufiillcn . 



rormhluil PCT/UO/IOI Mrl/lrv Ithitn (\:mu:tr N:u'lulriu t; Jmtictr Pl'JM 



Ktrttr Aftntrrt itiifftt ~u thr\rttt Atitmv\{t*rntnhn 



vertrag uber dif^intternationale zusammenarbeft auf dem 

:biet des patentwesens^ „ ^ 0 , 

WeJckmann 



Absender: MIT DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PROFUNG BEAUFTRAGTE BEHdRDE 



An: 

WEICKMANN, H. 
Kopemikusstrasse 9 
D-81679 Munchen 
ALLEMAGNE 




P £J 1 6. JUN1 1999 



Frist 



MITTEILUNG 0BEFMte^££S8>ftilftiGL 



DES INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNGSBERICHTS 

(Regel71.1 PCT) 



Absendedatum 
(T ag/MonaVJahr) 



15. 05.99 



Aktenzeichen des Anmelders Oder AnwaJts 
15404P WO 


WICHT1GE MITTEILUNG 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP98/01653 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
20/03/1998 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
21/03/1997 


Anmelder 

roche: diagnostics gmbh 





Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB ihm die mit der intemationalen vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde 
hiermit den zu der intemationalen Anmeldung erstellten intemationalen vorlaufigen Pruf ungsbericht, 
gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen, ubermittelt. 

Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen - dem intemationalen BGro zur 
Weiterlertung an alle ausgewahlten Amter ubermittelt. 



Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale Buro eine Ubersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Anlagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt ubermitteln. 



4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vorjedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtem noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Ubersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro im Formblatt PCT/IB/301 ubermittelte Information). 



1st einem ausgewahlten Amt eine Ubersetzung der intemationalen Anmeldung zu ubermitteln, so mu8 diese 
Ubersetzung auch Obersetzungen aller Anlagen zum intemationalen vorlaufigen Pruf ungsbericht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Ubersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtem 
direkt zuzuleiten. 

Weitere Einzelheiten zu den maBgebenden Fristen und Erfordernissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fQr Anmelder zu entnehmen. 



Name und Postanschrlft der mit der intemationalen Prdfung 
beauftragten BehOrde 



Europaischea Patentamt 
D-80298 MUnchen 

Tel. (4-49-89) 2399-0 Tx: 623656 epmu d 
Fax: (+49-89) 2399-4465 



Bevollmachtigter Bedienstojer 
Hingel, W 




Tel. (+49-89) 2399-8717 




Formblatt PCT/IPEA/416 (Jull 1992) 



VERTRAG UBER Dl ALTERNATION ALE ZUSAMMWARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
15404PWO 


siehe Mitteilung Qber die Obersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen PrQfungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP98/01653 


Internationales Anmeldedatum (T ag/Monat/Jahr) 
20/03/1998 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
21/03/1997 


Internationale Patentklassification (IPK) Oder nationale Klassiflkation und IPK 
C12N9/60 


Anm elder 

ROCHE DIAGNOSTICS GMBH 



1 . Dieser internationate vorlaufige PrQfungsbericht wurde von der mit der internationale vorlaufigen PrQfung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermrttelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

H AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, AnsprOchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Beh6rde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 4 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthatt Angaben zu folgenden Punkten: 
I H Grundlage des Berichts 



BegrQndete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuhert, der erfinderische Tatigkert und der 
gewerbliche Anwendbarkett; Unterlagen und Erklarungen zur StQtzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefQhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der Internationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



II 


□ 


III 




IV 


□ 


V 


IS 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Datum der Einrelchung des Antrags 
24/08/1998 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

15.06.39 


Name und Postanschrift der mit der IntemationaJen vorlaufigen 
PrQfung beauftragten Behorde: 

■~ Europaisches Pa ten tarn t 

/m) D-60298 Munchen 

Tel. (+49-89) 2399-0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: (+49-69) 2399-4465 


Bevollmachtigter Bediensteter sZZxZS>^ 
Vollbach, S (C ^ }) 

Tel. Nr. (+49-89) 2399 871 5 ^ 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckbtatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/0 1 653 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden, gotten im Rahmen dieses Berichts afs "ursprungiich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthatten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1-27 ursprungliche Fassung 

Patentanspriiche, Nr.: 

1 -20 eingegangen am 1 1/02/1 999 mit Schreiben vom 1 1/02/1 999 

Zeichnungen, Blatter: 

1/8-7/8,8/8* ursprungliche Fassung 

2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehatt in der ursprungiich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 

4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

III. Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

Folgende Teile der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Ertindung als 

neu, auf erfinderischer Tatigkeit beruhend (nicht off ensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte intemationale Anmeldung. 
IS Anspruche Nr. 20. 

BegrGndung: 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Feldor I- VIII, Blatt 1) (Januar 1994) 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHt 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/01 653 



□ Die gesamte Internationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. beziehen sich auf den 
nachstehenden Gegenstand, fur den keine international vorlauf ige Pruf ung durchgef Qhrt werden braucht 
(genaue Angaben): 



E9 Die Beschreibung, die Anspruche oder die Zeichnungen (machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
oder die obengenannten Anspruche Nr. 20 sind so unklar, daQ kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte {genaue Angaben): 



□ Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. sind so unzureichend durch die Beschreibung 
gestutzt, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 



□ Fur die obengenannten Anspruche Nr. wurde kein intemationaler Recherchenbericht erstellt. 

V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 



siehe Beiblatt 



Neuhert (N) 



Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 



1-5,8-14,16-20 
6,7,15 



Erfinderische Tatigkeit (ET) 



Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 



1-5,8-14,16-20 



Gewerbliche Anwendbarkert (GA) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 



1-20 



2. Unterlagen und Erklarungen 



siehe Beiblatt 



Formbtatt PCT/tPEA/409 (Folder I- VIII, Blatt 2) (Januar 1904) 



• • 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/01 653 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



1. Die vorliegende Anmeldung hat ein Verfahren zur Isolierung von eukaryotischen 
kristallisierbaren Proteasomen und die durch dieses Verfahren erhaltlichen 
Proteasomen zum Gegenstand. Weiterhin betrifft die Anmeldung die Verwendung der 
aufgereinigten Proteasomen zur Identifizierung von Inhibitoren. 

2. Eukaryotische Proteasomen wurden bereits aus den verschiedensten 
Organismen isoliert und zum Teil auch kristallisiert. So beschreit z.B. D1 (EPA-0 345 
750) die Isolierung von Proteasomen aus Mensch, Huhn, Xenopus laevis und Hefe. 
Das Aufreinigungsverfahren des D1 fuhrt zu einer homogenen Proteasomenfraktion. In 
diesem Dokument werden zudem Antikorper und Inhibitoren bereitgestellt. 
Weiterhin betreffen auch die Dokumente D2 (J. Biochem., vol. 117, Morimoto et al., 
1995) und D3 (Mol. Cell, vol. 4, Hwang et al., 1994) die Aufreinigung von Proteasomen 
aus Rinderleber und Rattenleber und die Kristallisierung dieser Proteasomen. 

Die Anmelderin wird in Kenntnis gesetzt, da(3 im Recherchenbericht weitere relevante 
Dokumente zitiert sind. 

Im Hinblick auf den oben genannten Stand der Technik gelten die folgenden Einwande: 

Die Verfahrensanspruche 1 und 2 sind im Hinblick unterscheiden sich von dem in D1 
beschriebenen Verfahren dadurch, daB die Verfahrensschritte d,f und/oder i jeweils 
zwei Bestimmungen der proteolytischen Aktivitat umfaBt. Dieser Unterschied allerdings 
kann erfinderische Tatigkeit fur das Verfahren nicht herstellen, da der Fachmann weiB, 
daB durch eine weitere Selektion mittels eines Inhibitors eine reinere Fraktion zu 
erhalten ist, welche die Kristallisation erleichtert Oder die Resolution erhoht. Daher kann 
eine erfinderische Tatigkeit fur die Anspruche 1 und 2 nicht anerkannt werden (Artikel 
33(3) PCT). Die abhangigen Anspruche 3-5 enthalten keine Merkmale, die 
erfinderische Tatigkeit fur das Reinigungsverfahren etablieren konnte. An diese Stelle 
wird die Anmelderin in Kenntnis gesetzt, daB das Merkmal " Testen der Fraktionen 
mittels zwei Bestimmunungen" wie im Anspruch 1 formuliert keine Auswirkung auf da 
resultierende Produkt hat. Daher sind die Anspruche, die sich auf die Proteasomen 
beziehen, entweder nicht neu im Hinblick auf den zitierten Stand der Technik 
(Anspruche 6,7) Oder nicht erfinderisch im Sinne des Artikel 33(3) PCT (Anspruche 8- 
14). Auch die Verwendung der Proteasomenpraparation gemaB des Anspruchs 15 ist 
nicht mehr neu gegenuber D1 und die Verwendung gemaB der Anspruche 16-20 ist 
nicht erfinderisch gegenuber der Dokument D2 und D3. 



Formblott PCT/Belblatt/409 (Blott 1) (EPA- April 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/01 653 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



3. Zusammenfassend laBt sich sagen, daB im Stand der Technik bereits Methoden 
beschrieben sind zur Aufreinigung von Proteasomen aus eukaryotischen Zellen, 
Kristallisierungen bereits durchgefuhrt sind und Inhibitoren identifiziert wurden. Daher 
ist nicht erkennbar, welcher Anmeldgegenstand die Erfordernisse der Artikel 33(2) und 
33(3) PCT erfulien wurde. 



Formblfttt PCT/Botblatt/409 (Blott 2) (EPA-Aprll 1997) 



PCT/EP98/01653 
15404P WO 
Anlage 1 

•i :• 

Neue Anspriiche 

I 

Verfahren zum Gewinnen einer auf gereinigten eukaryonti- 
schen Proteasomenpraparation, umfassend die Schritte: . 

(a) Herstellung eines Rohextrakts durch Aufschlufi von 
eukaryont i s chen Ze 1 1 en , 

(b) Abtrennung unloslicher Bestandteile aus dem Rohex- 
trakt, 

(c) chromatographische Auftrennung in Fraktionen uber 
ein Ionenaustauschermedium, 

(d) Testen der in Schritt (c) erhaltenen Fraktionen und 
Sammeln der aktiven Fraktionen, 

(e) chromatographische Auftrennung uber Hydroxyapatit , 

(f) Testen der in Schritt (e) erhaltenen Fraktionen und 
Sammeln der aktiven Fraktionen, ( 

(g) Konzentrierung der vereinigten Fraktionen, 

(h) chromatographische Auftrennung uber^ ein 
Gelf iltrationsmedium und 

(i) Testen der in Schritt (h) erhaltenen Fraktionen und 
Sammeln der aktiven Fraktionen, "j 

wobei, das Testen der Fraktionen in Schritt (<a) , (f ) 
oder/und (i) jeweils zwei Bestimmungen der proteolyti- 
schen Aktivitat umfaSt, wobei eine in Abwesenheit und die 
andere in Gegenwart eines Proteasomeninhibitors 1 durch- 
gefuhrt wird. 

Verfahren nach Anspruch 1 

dadurch gekennzeichnet, 

dafi man Hefezellen verwendet . 

Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man Lactacystin als Proteasomeninhibitor verwendet. 
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4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis. 3, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS mindestens einer der chromatograpliiischen Trenn- 
schritte in einem FPLC- System durchgefuhrt wird. 

i 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
weiterhin umfassend das Kristallisieren der aufgereinig- 
ten Prot e somenprapar a t i on . 

io 6. Aufgereinigte eukaryontische Proteasomenpraparation, 
erhaltlich durch das Verfahren nach einem der Anspruche 1 
bis 4 . 

t 

7. Aufgereinigte eukaryontische Proteasomenpraparation nach 
is Anspruch 6 in kristallisierbarer Form. 

8. Aufgereinigte kristallisierte eukaryontische Proteasomen- 
praparation, 

dadurch gekennzeichnet, j 

20 daS sie eine kristallographische Analyse bei einer Auf 16- 

sung von 0,28 nm oder hoher erlaubt. !• 

9. Aufgereinigte kristallisierte eukaryontische Proteasomen- 
praparation nach Anspruch 8, j 

25 dadurch gekennzeichnet, { 

daS sie eine kristallographische Analyse bei einer Auflo- 
sung von 0,24 nm erlaubt. 

10. Preparation nach Anspruch 8 oder 9, 
30 dadurch gekennzeichnet, 

daS der Kristall einen Proteasomeninhibitor enthalt. 

11. Preparation nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

35 date der Inhibitor ein Tripeptid-Aldehyd oder Lactacystin 

ist . 
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12. Preparation nach einen« de:c Anspruche 6 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS sid ein Proteasom aus einer Hefe umf afit . 

s 13. Preparation nach Anspruch 12, 
dadurcli gekennzeichnet, 

daS sie ein Proteasom aus Saccharomyces cerevisiae um- 
faSt. / 

io 14. Preparation nach einem der Anspruche 6 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi sie t einen Komplex aus 2 8 Untereinheiten umfaSt, der 
jeweils f 2 Molekule von 7 verschiedenen or-Typ-Unterein- 
heiten und 7 verschiedenen /3-Typ-Untereinheiten enthalt. 
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15. Verwendung der auf gereinigten eukaryontischen Proteaso- 
menpraparation nach einem der Anspruche 6 bis 14 zur 
Identif izierung und Gewinnung neuer Proteasomeninhibito- 



20 



ren . ]". 



16. Verwendung von Daten aus der Kristallstruktur von kri- 
stallisierten eukaryontischen Proteasomenpraparationen 
nach einem der Anspruche 8 bis 14 zur Identif izierung und 
Gewinniing neuer Proteasomeninhibitoren. 

i 

25 I 

17. Verwendung von Kristallstrukturdaten aus dem Bereich der 
Proteaspmentaschen SI der Untereinheiten S1/PRE3, S2/PUP1 
oder/und S5/PRE2 zur Identif izierung und Gewinnung neuer 
Proteasomeninhibitoren . 

30 

18. Verwendung nach einem der Anspruche 15 bis 17 in einem 
comput erges tut z ten Model 1 ingprogramm . 

19. Verwendung nach Anspruch 18, umfassend einen Schritt des 
35 Homo logiemodel ling, indem die Kristallstrukturdaten eines 

Hef eproteasoms mit Aminosauresequenzen aus dem humanen 
Proteasom modifiziert werden. 
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L^^ereitstellung neuer Prot^^c 



20, Verfahren zuf^Sereitstellung neuer Prot25sc;neninhibito- 
r en , 

dadurch gekennzeichnet, 

daS man aufgrund von Daten aus der Kristallstruktur von 
kristallisierten eukaryontischen Proteasomenpraparationen 
hach einem der Anspruche 8 bis 14 Verbindungen identifi- 
ziert y die eine zur Proteasomentasche SI der Untereih- 
heiteii S1/PRE3, S2/PUP1 oder/und S5/PRE2 komplementare 
dreidimensionale Struktur aufweisen. 
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III. Non-eMablishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 

| | the entire international application. 



^ claims Nos. 20 
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□ the said international application, or the said claims Nos. 
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are so inadequately supported 



by the description that no meaningful opinion could be formed. 
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Claims 
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6, 7, 15 



1-5, 8-14, 16-20 YES 
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YES 

1-5, 8-14, 16-20 NO 



1-20 
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Citations and explanations 

1. The subject of the present application consists in a 
process for isolating eukaryotic, crystallizable 
proteasomes and in the proteasomes that may be thereby 
obtained. The application also pertains to the use of 
purified proteasomes to identify inhibitors. 



2. Eukaryotic proteasomes have already been isolated 
from a wide variety of organisms and in some cases also 
crystallized. For example, EP-A-0 345 750 (Dl) describes 
the isolation of proteasomes from humans, chickens, 
Xenopus laevis and yeast. The purification process 
described in Dl yields a homogeneous proteasome fraction. 
Dl also describes the preparation of antibodies and 
inhibitors. Morimoto et al., 1995 (J. Biochem. , Vol. 117) 
(D2) and Hwang et al., 1994 (Mol. Cell, Vol. 4) (D3) 
describe the purification of proteasomes from bovine and 
rat liver and the crystallization of these proteasomes. 
The applicant is advised that further relevant documents 
are cited in the search report. 

In the light of the above-indicated prior art, the 
following objections arise: 

Process Claims 1 and 2 differ from the process described 
in Dl in that process steps d, f and/or i each comprise 
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two determinations of proteolytic activity. However, this 
difference cannot endow the process with inventive step, 
since a person skilled in the art would know that, by 
further selection using an inhibitor, a purer fraction 
could be obtained which would facilitate crystallization 
or improve resolution. Consequently, with respect to 
Claims 1 and 2 inventive step cannot be acknowledged ( PCT 
Article 33(3)). Dependent Claims 3-5 do not contain any 
technical features capable of establishing the 
inventiveness of the purification process. The applicant 
is advised here that the feature "Testing fractions by 
means of two determinations", as formulated in Claim 1, 
has no effect on the resulting product. Therefore, the 
claims that refer to proteasomes are either not novel over 
the cited prior art (Claims 6 and 7) or lack inventive 
step within the meaning of PCT Article 33(3) (Claims 8- 
14). Moreover, the use of the proteasome preparation as 
per Claim 15 is no longer novel over Dl and the 
application as per Claims 16-20 does not involve an 
inventive step compared with D2 and D3 . 
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| (T q be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 
Continuation of: 1 1 1 



1. To summarize, methods of purifying proteasomes from 
eukaryotic cells have been described, crystallizations 
implemented and inhibitors identified in prior art. It 
is therefore impossible to discern which of the claimed 
subjects would meet the requirements of PCT Article 33(2) 
and (3) . 
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Claims 



1. Process for isolating a purified eukaryotic proteasome 
preparation comprising the steps: 

(a) production of a crude extract by lysing 
eukaryotic cells, 

(b) separation of insoluble components from the crude 
extract, 

(c) chromatographic separation into fractions by 
means of an ion exchange medium, 

(d) testing the fractions obtained in step (c) and 
collecting the active fractions, 

(e) chromatographic separation over hydroxyapatite, 

(f) testing the fractions obtained in step (e) and 
collecting the active fractions, 

(g) concentrating the pooled fractions, 

(h) chromatographic separation over a gel filtration 
medium and 

(i) testing the fractions obtained in step (h) and 
collecting the active fractions. 

2. Process as claimed in claim 1, 
wherein 

yeast cells are used. 

3. Process as claimed in claim 1, 
wherein 

each testing of the fractions in steps (d) , (f) 
or /and (i) comprises two determinations of the 
proteolytic activity one of which is carried out in 
the absence and the other in the presence of a 
proteasome inhibitor . 
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4. Process as claimed in claim 3, 
wherein 

lactacystin is used as the proteasome inhibitor. 

5. Process as claimed in one of the claims 1 to 4 , 
wherein 

at least one of the chromatographic separation 
steps is carried out in a FPLC system, 

6. Process as claimed in one of the claims 1 to 5, 
also comprising the crystallization of the purified 
proteasome preparation. 

7. Purified eukaryotic proteasome preparation 
obtainable by the process as claimed in one of the 
claims 1 to 5. 

8. Purified eukaryotic proteasome preparation in a 
crystallizable form. 

9. Purified crystallized eukaryotic proteasome 
preparation. 

10. Preparation as claimed in claim 9, 
wherein 

the crystal contains a proteasome inhibitor. 

11. Preparation as claimed in claim 10, 
wherein 

the inhibitor is a tripeptide aldehyde or 
lactacystin. 
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12. Preparation as claimed in one of the claims 7 to 11, 
wherein 

it contains a proteasome from a yeast* 

13. Preparation as claimed in claim 12, 
wherein 

it contains a proteasome from Saccharomyces 
cerevisiae. 

14. Preparation as claimed in one of the claims 7 to 13, 
wherein 

it contains a complex of 28 subunits which contains 
two molecules each of 7 different a type subunits 
and 7 different P type subunits. 

15. Use of the purified eukaryotic proteasome 
preparation as claimed in one of the claims 7 to 14 
to identify and isolate new proteasome inhibitors. 

16. Use of data from the crystal structure of 
crystallized eukaryotic proteasome preparations as 
claimed in one of the claims 9 to 14 to identify 
and isolate new proteasome inhibitors. 

17. Use of crystal structural data from the region of 
the proteasome pockets SI of the subunits pl/PRE2, 
02/PUP2 or/and (55/PRE2 to identify and isolate new 
proteasome inhibitors . 



18. Use as claimed in one of the claims 15 to 17 in a 
computer-aided modelling program. 
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19. Use as claimed in claim 18, comprising a step of 
homology modelling in which the crystal structural 
data of a yeast proteasome are modified with amino 
acid sequences from the human proteasome. 

20. New proteasome inhibitor, 
wherein 

it has a three-dimensional structure which is 
complementary to the proteasome pocket SI of the 
subunits pl/PRE3, p2/PUP2 or/and 05/PRE2. 
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(54) Title: METHOD FOR THE PURIFICATION AND CRYSTALLIZATION OF PROTEASOME 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR REINIGUNG UND KRISTALLISIERUNG VON PROTEASOM 

(57) Abstract ^ 

The invention relates to a method for the 
production of a purified eucaryotic crystallizable 
proteasome preparation, and to the proteasome 
preparation obtained by this method. The inven- 
tion also relates to a purified eucaryotic protea- 
some preparation in crystallized form. With the 
aid of crystal data from this proteasome prepara- 
tion, new proteasome inhibitors can be identified 
and produced, in particular with the aid of com- 
puter assisted modelling programmes. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum 
Gewinnen einer aufgereinigten eukaryontischen 
kristallisierbaren Proteasomen-Praparation 
und die durch das Verfahren erhaltliche 
Proteasomen-Praparation. Weiterhin betrifft 
die Erfindung eine aufgereinigte eukaryontische 
Proteasomen-Praparation in kristallisierter 
Form. Mit Hilfe der Kristalldaten aus 
dieser Proteasomen-Praparation konnen neue 
Proteasomen-Inhibitoren. insbesondere mit Hilfe 
von computergestutzten Modelling-Programmen 
identifiziert und gewonnen werden. 




•(Siehe PCT Gazette Nr. 09/1 999. "Section 0") 
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VERFAHREN ZUR REIN1GUNG UND KRISTALUSBERUNG VON PROTEASOM 



Beschreibung 

Die Erf indung betrif ft ein Verfahren zum Gewinnen einer aufge- 
reinigten eukaryontischen kristallisierbaren Proteasomen-Pra- 
paration und die durch das Verfahren erhaltliche Proteasomen- 
Praparation. Weiterhin betrifft die Erfindung eine aufgerei- 
nigte eukaryontischen Proteasomen-Praparation in kristalli- 
sierter Form. Mit Hilfe der Kristalldaten aus dieser Proteaso- 
men-Praparation konnen neue Proteasomen-Inhibitoren, insbeson- 
dere mit Hilfe von computergestutzten Model ling-Programmen 
i dent if iziert und gewonnen werden. 

Das Proteasom ist das zentrale Enzym beim Proteinabbau sowohl 
im Cytosol als auch im Zellkern. Es ist an vielen biologischen 
Prozessen beteiligt, einschlieSlich der Entfernung abnormaler, 
f ehlgef alteter oder falsch assemblierter Proteine, der Reak- 
tion auf Stress (durch Prozessierung oder Abbau von Transkrip- 
tionsregulatoren) , der Zellzykluskontrolle (durch Abbau von 
Zyklinen) , der Zelldif f erenzierung und metabolischen Adaption 
(durch Zerstorung von Transkriptionsf aktoren oder metaboli- 
schen Enzymen) und der zellularen Immunreaktion (durch Erzeu- 
gung antigener Peptide, die von MHC Klasse I Molekulen prasen- 
tiert werden) . Fur diese zellularen Funktionen, die auf einem 
Ubiquitin und ATP erfordernden Abbau von Proteinen beruhen, 
wird das 26S Proteasom benotigt, dessen Kern und proteo- 
lytische Kammer durch das 20S Proteasom gebildet werden. 

Das 2 OS Proteasom aus dem Archaebakterium Thermoplasma acido- 
philum wurde durch Rontgenstrukturkristallographie bei einer 
Auflosung von 0,34 nm analysiert. Es hat eine zylindrische 
Form mit einer Lange von 14,8 nm und einem maximalen bzw. 
minimalen Durchmesser von 11,3 nm bzw. 7,5 nm. Es besteht aus 
2 8 Untereinheiten, die in einem Partikel als 4 homoheptamere 



WO 98/42829 




PCT/EP98/01653 



- 2 - 

Ringe alf37(37al mit D7 Symmetrie angeordnet sind (Lowe et al . , 
(1995), Science 268, 533-539). Im T . acidophilum Proteasom ist 
der N-terminale Threoninrest der j3-Untereinheiten die Binde- 
stelle von inhibitorischen Peptidaldehyden und essentiell fur 
die hydrolytische Aktivitat. Auch Stock et al . ((1996), Cur- 
rent Opinion in Biotechnology, 7: 376-385) beschreiben die 
Struktur und Funktion von T. acidophilum Proteasomen. Eine 
Ubertragung von T. acidophilum-Daten auf eukaryontische Pro- 
teasomen ist_nicht moglich, da die Homologie der Proteasomen 
zwischen diesen Spezies zu gering ist. 

Eukaryontische Proteasomen sind erheblich komplexer als das 
archaebakterielle Proteasom. So ist das 20S Proteasom aus Sac- 
charomyces cerevisiae aus insgesamt sieben verschiedenen a-Typ 
und sieben verschiedenen /3-Typ-Untereinheiten auf gebaut , die 
bereits kloniert und sequenziert wurden, vgl . z. B. Heinemeyer 
et al. (1994), Biochemistry 33, 12229-12237). 

Die eukaryontischen 20S Proteasomen, z. B . aus Hefe und aus 
Saugern, sind hinsichtlich der Aminosauresequenzen von Unter- 
einheiten und ihrer durch Elektronenmikroskopie erkennbaren 
Grobstruktur sehr nahe verwandt . Die ar-Typ und /3-Typ Unterein- 
heiten des Sauger 2 OS Proteasoms bilden eine geordnete und 
wohldef inierte Struktur (Kopp et al . (1995), J. Mol . Biol. 
248, 264-272) . In Saugerzellen konnen drei zusatzliche nicht 
essentielle Untereinheiten des 20S Proteasoms, die als LMP2 , 
LMP7 und MECL1 bezeichnet werden, konstititutive Komponenten 
nach Induktion mit dem Cytokin Interferon y ersetzen. Ihre 
Expression oder gezielte Deletion andert die Peptidasespezif i - 
tat des Proteasoms und die Expressionsstarke von MHC Klasse I 
Molekulen an der Zelloberf lache . 

Hilt, Heinemeyer und Wolf ((1993), Enzyme Protein 47: 189-201) 
beschreiben den Aufbau von 20S und 26S Hef eproteasomen sowie 
die proteolytische Aktivitat von S-Typ-Untereinheiten . Ferner 
werden die unterschiedlichen Funktionsweisen von 20S und 26S 
Proteasomen hinsichtlich des Stof f wechsels und der Differen- 
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zierung einer Zelle diskutiert . Kristallographische Daten von 
eukaryontischen Proteasomen werden nicht beschrieben. 

In der Verof f entlichung Rivett et al . (1994), Methods Enzymol . 
244 , 331-350) und den darin enthaltenen Zitaten sind bisher 
zur Aufreinigung von Proteasomen verwendete Ausgangsmateria- 
lien, z. B. Gewebe und Zellen von Saugern, wie Maus, Ratte, 
Mensch oder Rind, anderen Tieren, Pflanzen und Hefe aufgeli- 
stet . 

Auch in der Patentliteratur finden sich zahlreiche Dokumente, 
die Proteasomen betreffen. So wird beispielsweise die Herstel- 
lung von eukaryontischen Proteasomen in EP-A-03 45 750, JP-A- 
05 292 964 und JP-A-06 022 759 beschrieben. Die dort offenbar- 
ten Proteasomen- Praparationen besitzen jedoch keine ausrei- 
chende Reinheit, urn eine Kristallisierung zu ermoglichen. 

Morimoto et al . ((1995), J. Biochem. 117, 471-474), Hwang et 
al. ((1994), Mol. Cells, Vol. 4, 273-275) und Perkins et al . 
((1994), Journal of Struktural Biology 113, 124-134) beschrei- 
ben die Kristallisierung von eukaryontischen Proteasomen. 
Aufgrund der geringen Reinheit der Proteasomen- Praparationen 
werden lediglich Aufldsungen von 0,44 nm, > ca . 5,0 nm bzw. 
1,5 nm erreicht, so daS eine Strukturbestimmung oder ein Mole- 
cular Modelling mit diesen Proteasomen- Praparationen nicht 
moglich ist . 

Nukleotid- und Aminosauresequenzen von Proteasomenunterein- 
heiten werden beispielsweise in den japanischen Anmeldungen 
JP-A-04 077 497, JP-A-04 077 498, JP-A-04 117 283, JP-A-05 317 
059, JP-A-07 255 476, JP-A-08 116 972, JP-A-08 205 871 und JP- 
A-08 217 796 sowie im japanischen Patent 40 51 896 beschrie- 
ben . 

Inhibitoren fur das Proteasom sind beispielsweise in JP-A-05 
000 968, WO 92/20 804, WO 94/17 816, WO 95/24 914, WO 95/25 
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533, WO 96/13 266, WO 96/32 105 (Lactacystinanaloga) und US-A- 
55 80 854 (PeptidaldehydinhibitorenV beschrieben. 

Klafky et al . ((1995), Neuroscience Letters 201, 29-32) unter- 
suchen die Wirkung des Proteasominhibitors Calpain Inhibtor 1 
auf die Sekretion von £-Amyloid-Peptid, das durch Spaltung des 
S-Amyloid-Precursor-Proteins (APP) entsteht, und das als ein 
Ausloser der Alzheimer Krankheit diskutiert wird. Proteasom- 
Strukturdaten sind in dieser Publikation nicht enthalten. 

Fenteany et al . ((1995), Science, Vol. 268, 726-731) beschrei- 
ben den Streptomyces Metaboliten Lactacystin als Zellzyklusin- 
hibitor und Induktor fur Neuritenauswachsen einer Maus Neuro- 
blastomazellinie. Als spezifisches zellulares Ziel dieses 
Inhibitors wurde das 2 OS Proteasom mittels Tritzium-markiertem 
Lactacystin identif iziert . Eine kristallisierbare Protesaomen- 
Praparation wird nicht beschrieben. 

WO 91/13904 beschreibt die Identizif ierung und Charakterisie- 
rung einer Chymotrypsin-ahnlichen Protease, die als multikata- 
lytische Protease vorliegt sowie deren Verwendung zur Behand- 
lung der Alzheimer Krankheit. Die Verwendung von fur Chymo- 
trypsin-Aktivitat-spezif ischen Substraten zum Testen oder 
Sceenen von Inhibitoren wie hierin beschrieben, fuhrt 
ausschlieSlich zur Identif izierung von Inhibitoren, die 
spezifisch fur eine Chymotrypsin-ahnliche Aktivitat sind. 

Somit wird ersichtlich, daS ein groSes Bedurfnis nach weiteren 
Erkenntnissen uber Proteasomen, insbesondere hinsichtlich 
deren genauen Struktur besteht, urn die Herstellung von neuen 
Proteasomeninhibitoren auf rationale Weise zu ermoglichen. Die 
der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe bestand somit darin, 
ein Verfahren bereitzustellen, das die Kristallisierung euka- 
ryontischer Proteasomenpraparationen ermoglicht, so daS mit 
Hilfe der Kristallstruktur die Entwicklung neuer Inhibitoren 
vereinfacht wird. 
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Die erf indungsgemaSe Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren 
zum Gewinnen einer auf gereinigten eukaryontischen Proteasomen- 
preparation, umfassend die Schritte: 

(a) Herstellung eines Rohextrakts durch AufschluS von 
eukaryontischen Zellen, 

(b) Abtrennung unloslicher Bestandteile aus dem Rohex- 
trakt , 

(c) chroma tographische Auftrennung in Fraktionen liber 
ein Ionenaustauschermedium, z. B. Q- Sepharose, 

(d) Testen der in Schritt (c) erhaltenen Fraktionen und 
Sammeln der aktiven Fraktionen, 

(e) chromatographische Auftrennung uber Hydroxyapatit , 

(f) Testen der in Schritt (e) erhaltenen Fraktionen und 
Sammeln der aktiven Fraktionen, 

(g) Konzentrierung der vereinigten Fraktionen, 

(h) chromatographische Auftrennung uber ein Gelfiltra- 
tionsmedium in einem Molekulargewichtsbereich von 
5 kD bis 5 MD, z. B. Superose und 

(i) Testen der in Schritt (h) erhaltenen Fraktionen und 
Sammeln der aktiven Fraktionen. 

Als Ausgangsmaterial fur das erf indungsgemaSe Verfahren konnen 
beliebige eukaryontische Zellen eingesetzt werden, z. B. Tier- 
zellen, Pf lanzenzellen oder Pilzzellen wie etwa Hefezellen. 
Besonders bevorzugt ist die Verwendung von Hefezellen, z. B. 
Saccharomyces cerevisiae . 

Das Testen der Fraktionen wahrend des Anreicherungsprozesses 
erfolgt ublicherweise durch Bestimmung der fur Proteasomen 
typischen proteolytischen Aktivitat. Als Substrate konnen 
hierbei beispielsweise bekannte chromogene Peptide eingesetzt 
werden. Vorzugsweise erfolgt das Testen der Fraktionen derart, 
daS man jeweils zwei parallele Bestimmungen der proteolyti- 
schen Aktivitat durchfuhrt, wobei die eine in Abwesenheit und 
die andere in Gegenwart eines Proteasomeninhibitors, z. B . 
Lactacystin, durchgefuhrt wird. Diese Art des Testens erlaubt 
eine eindeutige Unterscheidung der Proteasomen enthaltenden 
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Fraktionen von anderen Fraktionen mit proteolytischer Aktivi- 
tat . 



Die Durchfuhrung der Anreicherung umfaSt drei chromatogra- 
phische Trennschritte (c) , (e) und (h) , von denen mindestens 
einer in einem FPLC-System durchgefuhrt werden kann, z. B. 
Schritt (h) . 

Durch das erf indungsgemafie Verfahren wird eine auf gereinigte 
Proteasomen- Preparation erhalten, die in einer ausreichenden 
Menge und Reinheit vorliegt, so daS eine nachfolgende Kristal- 
lisierung ermoglicht wird. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit 
eine auf gereinigte eukaryontische Prot easomenpr apara t ion , die 
durch das erf indungsgemafie Verfahren erhaltlich ist. Noch ein 
weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine aufge- 
reinigte eukaryontische Proteasomen- Preparation in kristalli- 
sierbarer Form. Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung ist eine auf gereinigte kristallisierte eukaryon- 
tische Proteasomen- Preparation. 

Die kristallisierte Proteasomen- Preparation kann auch einen 
Proteasomen- Inhibitor enthalten. Beispiele fur geeignete be- 
kannt Proteasomen- Inhibitoren sind Lactacystin oder Analoga 
davon bzw. Tripept id- Aldehyde wie Calpaininhibitor . 

Die erf indungsgemeSe eukaryontische Proteasomen- Preparation 
umfafct ein 20S Proteasom, d. h. einen Komplex aus 28 Unterein- 
heiten, der jeweils 2 Molekule von sieben verschiedenen a-Typ- 
Untereinheiten und sieben verschiedenen /3-Typ-Untereinheiten 
entheit. Daruber hinaus kann der Komplex noch Metallionen, z. 
B. Magnesium, Losungsmittelmolekule , z. B. Wasser, und andere 
Polypeptidkomponenten enthalten. 



Die erf indungsgemeSe auf gereinigte eukaryontische Proteasomen- 
praparation kann zur Identif izierung und Gewinnung neuer Pro- 
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teasomen-Inhibitoren eingesetzt werden. Dabei werden insbeson- 
dere Daten aus der Kristallstruktur von kristallisierten euka- 
ryontischen Proteasomen-Praparationen eingesetzt. Die Identi- 
fizierung und Gewinnung neuer Proteasomen-Inhibitoren erfolgt 
vorzugsweise in einem computergestut zten Model 1 ingprogramm . 

Beispielsweise kann das Inhibitordesign durch visuelle Inspek- 
tion graphischer Darstellungen der Struktur erfolgen und zwar 
insbesondere 

(a) durch Bestimmung der fur Liganden zuganglichen Volumina 
an aktiven Stellen, z. b. mit Hilfe der Programme 
INSIGHT, SYBYL, QUANTA, FRODO, 0 etc., 

(b) durch Bestimmung von idealen Ligandeneigenschaf ten hin- 
sichtlich Hydrophobizitat oder Wasserstof f bruckenbindun- 
gen, z. B. mit Hilfe der Programme L.UDI, GRID etc. 
oder/und 

(c) durch Bestimmung der elektronischen Eigenschaf ten von fur 
Liganden zuganglichen Oberflachen an den aktiven Stellen, 
z. B. mit Hilfe des Programms GRASP etc. 

Alternativ oder zusatzlich konnen Liganden durch automat i- 
sierte Ligandenf ragment-Andock- oder Anpassprozeduren, z. B. 
mit Hilfe der Programme DOCK, LUDI, LEAPFROG etc. ermittelt 
werden . 

Besonders bevorzugt werden fur diesen Zweck die Kristalldaten 
der Proteasomuntereinheiten vom 0-Typ, insbesondere der Pro- 
teasom-Untereinheiten /35/PRE2, 01/PRE3 oder/und /32/PUP1 bzw. 
homologer Untereinheiten aus anderen eukaryont ischen Proteaso- 
men sowie benachbarte Untereinheiten davon, z. B. /34/C11 
oder/und /37/PRE4 verwendet. 

Fur das Design von Inhibitoren des humanen Proteasoms konnen 
die erf indungsgemafien Kristallstrukturdaten des Hef eproteasoms 
mit bekannten Aminosauresequenzen des humanen Proteasoms durch 
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Homologiemodelling modifiziert werden. Ein solches Homologie- 
modelling kann durch molekulare Graf ikprogramme wie etwa O, 
INSIGHT, FRODO, etc. durchgef iihrt werden. Insbesondere erfaSt 
die vorliegende Erf indung ein Homologiemodelling der homologen 
aktiven Stellen der aktiven Monomere im allgemeinen und ins- 
besondere zum Zwecke des Inhibitordesigns . In Figur 1 ist die 
Homologie der Aminosauresequenzen des Hef eproteasoms und des 
humanen Proteasoms in den relevanten Bereichen gezeigt. 

Weiterhin soil die Erfindung durch nachf olgenden Beispiele und 
Figuren erlautert werden. Es zeigen: 

Figur 1 die Homologie zwischen den fur die aktiven Un- 

tereinheiten des Proteasoms kodierenden Amino- 
sauresequenzen aus Hefe und Mensch; die 
S1/PRE3, S2/PUP1, S5/PRE2 Subfamilien sind 
gelb, grun bzw. blau dargestellt; die Reste der 
Sl-Tasche, welche die Spezif itatsanderungen der 
PRE3 Subfamilie nach Substitution der humanen 
Untereinheit Y durch LMP2 nach Cytokininduktion 
beeinf lussen, sind braun gezeichnet; 

Figur 2 die Topologie der 28 Untereinheiten des 20S 

Proteasoms, gezeichnet als Kugeln, 

Figur 3 die C-Kettenpositionen der Untereinheiten 

07/PRE4, /36/C5, /3l'/PRE3, £2'/PUPl und 
/?3'/PUP3, in denen die 0-cis und /3-trans-£- 
Wechselwirkungen durch Kontakte von Insertions - 
segment en hervorgehoben sind, 

Figur 4a bis b Elektronendichtekarten (Konturiert ab 1 o) in 

ahnlichen Orient ierungen urn THR1 mit zwei F 0 -F c - 
Coef f izienten nach zweifacher Mittlung; die 
roten Model lteile wurden uber die Phasengebung 
weggelassen. 65/PRE2 mit dem kovalent gebunde- 
nem Lactacystin (LACT) und dem Wassermolekul 



WO 98/42829 PCT/EP98/01653 

- 9 - 

NUK (a) und S7/Pre4 mit einem Teil eines Pro- 
peptids (b) , 

Figur 5 ein Schema der vorgeschlagenen chemischen 

s Schritte von Autolyse und Substrathydrolyse . 

Erzeugung eines Prozessierungsintermediats 
durch Hydrolyse an der "sauren" S-Ringflache 
(A) . Erzeugung der vollstandig prozessierten 
aktiven Untereinheit uber ein Acyl-Enzym (B) 

10 und dessen Hydrolyse (C) . Michaelis-Komplex 

eines Substratpolypeptids (D) . Spaltung an der 
S-Ringflache und Bildung mit Peptidspaltung 
assoziierten Acyl-Enzyms (E) . Acyl-Enzym- Hydro- 
lyse und Freisetzung des Octapeptidprodukts 

is (F) . 

Figur 6a bis c die Bindung des Calpaininhibitors und die SI 

Taschen, S1/PRE3 ist in Grau mit den PI kontak- 
tierenden Res ten in Rot dargestellt; S2/PUP1 
20 ist in Grun und der Inhibitor in Blau (a) dar- 

gestellt; S2/PUP1 (b) , S5/PRE2 (c) mit analogen 
Farbgebungen ; 

Figur 7 die untere Halfte der S-S-Kammer. Die 

25 Hauptkette mit roten Kreisen fur die Carbonyl- 

sauerstof fe ist fur die C-terminalen Abschnitte 
der Helices H2 der sieben S-Typ Untereinheiten, 
die die JS-Ringf lache definieren, angegeben. Die 
intermediar prozessierten und die unpro- 
3 o zessierten Propeptide der Untereinheiten S6/C5, 

S7/PRE4, S3/PUP1 und 1S4/C11 (grun) und der Cal- 
paininhibitor (gelb) gebunden an &1/PRE3, 
S2/PUP1 und S5/PRE2 sind gezeigt. Zwei Magne- 
siumionen, die nahe der fi-Ringflache loka- 
35 lisiert sind, sind als silberne Kreise gezeich- 

net; und 
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Figur 8 



eine Oberf lachenansicht des Proteasomenmole- 
kuls, geschnitten langs der Zylinderachse . Drei 
der sechs Calpaininhibitormolekule , gebunden an 
S1/PRE3, S2/PUP1 und S5/PRE2 sind als raumful- 
lende Modelle in rot dargestellt. Die abgedich- 
teten or-Offnungen an beiden Enden des 
Partikels, einige wenige schmale Seitenf enster 
und die scharf abgeschnittenen inneren S-Ring- 
flachen sind zu erkennen. 



Beispiele 



Beisoiel 1 



Proteinpraparation und Charakterisierung 



Hefezellen von Saccharomyces cerevisiae (Hefe-Mayr, Munchen, 
Deutschland) wurden zweimal mit eiskaltem Wasser gewaschen und 
in Puffer A (20 mM Tris-HCl, pH 7,5, 1 mM EDTA, 1 mM NaN 3 ) in 
einem Gewichtsverhaltnis Zellen zu Puffer von 2:3 suspendiert . 
Die Zellen wurden fur 10 Min in einer Muhle (Biomatik, 
Deutschland) mit Glaskugeln (Durchmesser: 0,5 mm; Volumenver- 
haltnis Glaskugeln zu Zellsuspension: 3:2) desintegriert . Das 
Aufbrechen der Zellen wurde mikroskopisch iiberwacht . 

Nach Filtration wurde der Rohextrakt fur 10 min bei 10.000 x g 
in einer Sorvall RC 2B Zentrifuge abzentrif ugiert . Der Uber- 
stand wurde erneut 45 min bei 134.000 x g in einem Ti-55,2 
Rotor (Beckmann) zentrif ugiert . Die Lipide aus der obersten 
Schicht wurden sorgfaltig entfernt und die verbleibenden gel- 
ben Losungen vereinigt. Die Proteinkonzentrationen waren etwa 
50 mg/ml . 

Unmittelbar nach der Zentrif ugat ion wurde der Extrakt auf eine 
Q-Sepharosesaule (5 x 20 cm) aufgebracht, die mit 280 mM NaCl 
in Puffer A aquilibriert war. Die Saule wurde mit 280 mM NaCl 
in Puffer A gewaschen, die Proteine wurden mit einem Gradien- 
ten von 280 bis 800 mM NaCl eluiert . Die Durchf lufirate war 
120 ml/h und es wurden 12 ml Fraktionen gesammelt. Das Protea- 
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som wurde bei 400 - 450 mM NaCl eluiert . In alien Fraktionen 
wurden Chymotrypsin-art ige (CL) , Peptidylglutamyl -Peptid-hy- 
drolase (PGPH) und Trypsin-artige (TL) enzymatische Aktivita- 
ten gemessen. 

Urn das 20S Proteasom zu erhalten, wurde von alien aktiven 
Fraktionen in Gegenwart von Lactacystin erneut die CL-Aktivi- 
tat gemessen und die Fraktionen mit verringerten Aktivitat 
wurden gesammelt. Die vereinigten Fraktionen wurden dreifach 
mit Wasser verdunnt und auf eine Hydroxyapat it saule (3 x 
10 cm) aufgetragen, die mit 60 mM Kaliumphosphat, pH 7,5 
aquilibriert war. Die Saule wurde mit 60 mM Kaliumphosphat pH 
7,5 gewaschen und mit einem Gradienten von 60-300 mM Kalium- 
phosphat eluiert wird. Die Durchf luSrate war 6 0 ml/h. Es wur- 
den 12 ml Fraktionen gesammelt. Die CL- , PGPH- und TL- Aktivi- 
tat wurde in alien Fraktionen gemessen und die aktiven Frak- 
tionen wurden vereinigt . 

Die vereinigten Fraktionen wurden zwanzigfach durch Ultrafil- 
tration unter Verwendung einer AMICON YM3 0 Membran 
konzentriert und das Konzentrat wurde auf eine Superose 6 
Saule (1 x 30 cm) aquilibriert mit Puffer A aufgetragen. Die 
Elution wurde mit einer Durchf lufirate von 18 ml/h in Puffer A 
durchgef uhrt . Das Proteasom eluierte nach 37 min. Aus 500 g 
Hefezellen konnten auf diese Weise 50 mg kristallisierbares 
Protein erhalten werden. 

Alle praparativen Schritte mit Ausnahme der FPLC wurden bei 
4°C ausgefuhrt. Die chromogenen Peptidsubstrate wurden in 
Dimethylsulf oxid bei einer Konzentration von 1 mM gelost . Die 
proteolytische Aktivitat gegen diese Substrate wurde gemaS 
Achtstetter et al . (1994), J. Biol. Chem. 259, 13344-13348, 
bestimmt. Die chromogenen Peptidsubstrate wurden von Bachem 
(Bubendorf, Schweiz) bezogen. Q-Sepharose und Hydroxyapatit 
stammten von Sigma und BioRad. Die FPLC Vorrichtung, die Mo- 
noQ- und Superose 6 Saule stammten von Pharmacia (Freiburg, 
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Deutschland) *, alle anderen Chemikalien wurden in der hochst 
moglichen Reinheit von Merck (Darmstadt, Deutschland) bezogen. 

Beispiel 2 Kristallisieruna 

Die Kristalle wurden in Hangetropfen bei 24 °C gezuchtet. Die 
Proteinkonzentration, die zur Kristallisation verwendet wurde, 
war 40 mg/ml in 10 mM Tris/HCl (pH 7,5) und 1 mM EDTA. Die 
Tropfen bestanden aus 4 /xl der Proteinlosung und 2 jxl einer 
Reservoirlosung, die 40 mM Magnesiumacetat , 0,1 M Morpholino- 
ethansulf onsaure (pH 6,5) und 12 % 2 , 4-Methylpentandiol ent- 
hielt. Die den Inhibitor Lactacystin enthaltenden Kristalle 
wurden durch Eintauchen in eine 1 mM Lactacystinlosung fur 6 h 
hergestellt. Die den Inhibitor Acetyl -Leu-Leu-Norleucin (Cal- 
pain Inhibitor I, Boehringer Mannheim) enthaltenden Kristalle 
wurden durch Eintauchen in eine 5 mM Calpainlosung fur 6 h 
hergestellt. Die kristallographischen Daten sind in Tabelle 1 
angegeben . 

Beispiel 3 Kristallographie 

Die Kristalle waren sehr gut geordnet und zeigten nur eine 
leichte Anisotropic . Somit wurde eine Auflosung von 0,24 nm 
moglich. Die Acetyl -Leu-Leu-Norleucinal-inhibierten Kristalle 
hatten eine etwas verringerte Ordnung . 

Die Anisotropic der Diffraktion wurde unter Verwendung der 
gefundenen Strukturf aktoramplituden mit solchen korrigiert, 
wie sie aus einem Modell mit isotropen Temperaturf aktoren 
unter Verwendung von XPLOR (Bruenger, 1992) berechnet wurden. 
Die Datensatze wurden bei der BW6-Beamline am DESY Hamburg mit 
einer Synchrotronstrahlung von X = 0,11 nm erhalten. Die 
Kristalle wurden in einen Gef rierschutzpuf f er (30 % MPD, 28 mM 
Magnesiumacetat, 0,1 M Morpholinoethansulf onsaure , pH 6,9) 
eingetaucht und in einem Strom von 90 °K kaltem Stickstof f gas 
gefroren. Die Dif f raktionsdaten wurden mit einer 300 mm Mar 
Forschungs-Imagingplatte in einer Entfernung von 275 mm (LACT) 
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oder 280 mm (CAL) gesammelt. Die Bestimmung von Rontgeninten- 
sitaten erfolgte mit dem MOSFLM Computerprogramm Version 5.3 
und die Datenreduktion wurde mit CCP4 durchgefuhrt (Leslie 
(1992), Acta Cryst . D50, 760-763; Joint CCP4 and ESF-EACMB, 
Newslett. Protein Crystallogr. (Daresburg Laboratory Warington 
UK 26; Collaborative Computational Project Number 4 (1994) . 

Eine bei 0,5 nm Auflosung berechnete Rotationsf unktion zeigte 
zwei mit der Kristallsymmetrie in Beziehung stehende Peaks, 
die auf das Vorhandensein von lokalen diadischen Molekulachsen 
bei V 86° <f> 90° und ^ 94° <f> 90° hinwiesen. Ihre Korrela- 
tionswerte waren die Halfte des Wertes einer kristallographi- 
schen Diade, wie sie fur eine fast ideale molekulare zweifache 
Symmetrie zu erwarten war. Das T . acidophilum Modell wurde fur 
die Patterson Suchkalkulationen unter Verwendung von AMoRe 
(Navaza (1994), Acta Cryst. A50, 157-163) bei einer Auflosung 
von 0,35 nm eingesetzt. Diese zeigten, wenn man die D7 Sym- 
metrie des Untersuchungsmodells in Betracht zog, eine einzige 
Losung mit einem Korrelationswert von 0,32 und einem R-Faktor 
von 56 % verglichen mit dem nachsthochsten Peak von 0,2 8 und 
57 %. 

Das T. acidophilum Modell wurde auf Polyalanin reduziert mit 
nur einigen wenigen konservierten Resten, die in der a-Typ 
Untereinheit verblieben. Dieses Modell ergab einen R-Faktor 
von 57,7 % und wurde zur Berechnung einer 2F D -F C Karte bei 0,24 
nm mit X-PLOR (Bruenger (1992), X-PLOR Version 3.1. A System 
for X-Ray Crystallography and NMR) verwendet . Die elektroni- 
sche Dichte wurde im Realraum mit MAIN (Turk (1992), Disser- 
tation, Technische Universitat Miinchen) unter Verwendung der 
lokalen Zweif achachse im gegenwartigen Modell (^=85,1, 0=90,8, 
if = 180,1) gemittelt, riicktransf ormiert , und eine neue Dichte 
wurde mit 2F 0 -F C Koef f izienten berechnet . Nach 10 Abgleichungs- 
zyklen war die Qualit&t der Karte gut (R back =27,3 %) . Die ein- 
zelnen Untereinheiten wurden entsprechend ihrer charakteristi- 
schen Insert ionen, Deletionen und Aminosauresequenzen identi- 
fiziert und wurden in die Karte auf einer ESV-30 Graphiksystem 
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Arbeitsstation (Evans & Sutherland, Salt Lake City, Utah) 
unter Verwendung von FRODO (Jones (1978), J. Appl . Cryst. 11, 
268-272) eingebaut. Eine kristallographische Verfeinerung 
erfolgte mit X-PLOR (Bruenger, 1992) mit energetisch und zwei- 
fach nicht-kristallographischen Symmetriebeschrankungen unter 
Verwendung der von Engh und Huber (1991), Acta Cryst. A 47, 
392 - 400, beschriebenen Parameter. Zusatzlich wurde zur Kor- 
rektur fur eine ani sot rope Kristallordnung ein Streuungsbei- 
trag fur das Losungsmittel berechnet und wahrend der Verfeine- 
rung in die Berechnung des Model Is einbezogen. 

Das fertige Modell berucksichtigte die Inhibitormolekule Lac- 
tacystin und Acetyl -Leu-Leu-Norleucinal , 18 Magnesiumionen, 
bzw. 1.800 Wassermolekule. Die R-Werte sind zuf riedenstellend 
und die Standardgeometrie der Bindungen und Winkel hervorra- 
gend. Die lokale molekulare diadische Symmetrie ist gut kon- 
serviert, was auch durch den sehr geringen Wert R^,, 13 % in 
der Endstufe der Analyse gezeigt wird. Der Anstieg im R-Wert 
um 3 % fur Daten mit einer Auflosung von 0,28 nm gegenuber 
0,24 nm ist eine Folge der anisotropen Kristallordnung, welche 
die Datenqualitat beeintrachtigt , und der beschrankten Ein- 
beziehung geordneter Losungsmittelmolekule . 

Beispiel 4 Charakterisieruncr der Struktur 

4.1 Struktur von Untereinheiten 

Die 14 aus Hefe klonierten Gene, die fur Komponenten des 2 OS 
Proteasoms kodieren, konnen in sieben a-Typ und sieben /3-Typ- 
Untereinheiten eingeteilt werden. 

Die /3-Typ Untereinheiten werden als Prekursoren synthetisiert , 
die zu den im assemblierten Proteasom vorliegenden reifen For- 
men prozessiert werden. Die reifen (3-Typ Polypeptide 02/PUP1, 
S5/PRE2 und /31/PRE3 werden aus ihren Proformen durch Spaltung 
zwischen Gly-1 und Thrl unter Freisetzung der aktiven Stelle 
Thrl erhalten, wahrend /S7/PRE4 zwischen Asn-9 und Thr-8 und 
(36/C5 zwischen His-10 und Gln-9 gespalten werden und als sta- 
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bile Prozessierungsintermediate vorliegen, 04 /Cll und /?3/PUP3 
werden nicht prozessiert und beginnen mit Met(-l) bzw. Met(- 
9) . Die Untereinheiten PUP1, PRE2 und PRE 3 werden als voll- 
standig prozessiert, die Untereinheiten PRE 4 und C5 als teil- 
weise prozessiert und die Untereinheiten Cll und PUP 3 als 
unprozessiert bezeichnet. 

Alle 14 Untereinheiten liegen in der kristallinen molekularen 
Struktur an eindeutigen Positionen vor. Sie sind fast voll- 
standig definiert durch die Elektronendichte abgesehen von 
einigen Kettentermini und langen Insertionssegmenten. 

Die Elektronendichte fur die Hauptketten ist in den ar-Typ-Un- 
tereinheiten wie folgt definiert: a2/Y7: Thr5-Leu236 , a3/Y13: 
Gly4 -017237, a 4 / PRE 6 : Tyr8- Gln244, ar5/PUP2 : ArglO- Glu243 (7 
Reste der Insertion sind nicht definiert - Glyl2 bis Arg 126) , 
a6/PRE5: Phe4 - Ile233, al/Cl: Gly5 - Asn241, Qfl/C7 : Gly6 - 
Asp24 0 . 

In den /3-Typ-Untereinheiten ist die Elektronendichte wie folgt 
definiert: 03/PUP3: Ser-8-Asp 193, /36/C5: Gln-9-Asp 193, /34 / 
Cll: Met-1-Glnl92, /37/PRE4 : Thr- 8 - Ile2 11 , /32/PUP1: Thrl- 
Cys221, /31/PRE3: Thrl -Leul96 , 05/PRE2 : Thrl-Gly211. 

Alle sieben a- und j3-Typ- Polypeptide haben eine charakteri- 
stische j3-Sandwich-Struktur . Sie ist gebildet aus zwei funf- 
strangigen antiparallelen /?-Faltblattstrukturen mit den dar- 
uberliegenden helicalen Schichten aus den Helices H3 , H4 , H5 
und den darunterliegenden Helices HI und H2 gebildet ist. Sie 
unterscheiden sich aber in den Knicken, die urn eine oder zwei 
Aminosaurereste in der Lange variieren, in langen Insertionen, 
die Sekundarstrukturelemente verbinden, sowie in den N-termi- 
nalen und insbesondere in den C- terminalen Regionen. 

Bei den a-Typ-Untereinhei ten hat c*2/Y7 eine lange Insertions- 
schleife zwischen den Strangen S9 und S10, die aus einer kur- 
zen Of-Helix und einem /3-Strang aufgebaut ist. al/Cl weist eine 
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Verlangerung der Helix H3 urn zwei Knicke durch die Insertion 
bei G180 auf . Die Untereinheiten orl/C7, ar3/Y13, c*4 /PRE6 , 
a5/PUP2 und otl/Cl haben langere C-terminale Helices H5, die 
aus der Teilchenoberf lache in die Losung hervorstehen. Die 
hoch geladerien, meist sauren C- terminalen Segmente sind un- 
strukturiert . 

Bei den /3-Typ-Untereinheiten mit langen Insertionen hat 
/37/PRE4 einen deutlichen Knick zwischen den Helices HI und H2 
und eine zusatzliche ex-Helix mit 2 Knicken bei Rest 145. (36 /C5 
hat eine Insertion von 17 Resten zwischen H3 und H4 mit einer 
komplexen Faltung und einer kurzen Helix. jS2/PUPl hat eine 
sehr lange C-terminale Extension, die in ihren letzten 11 
Resten stark ungeordnet ist. Die Untereinheiten 03/PUP3 und 
136 /CS haben kurze C-Termini, so daS die Helices H5 nicht exis- 
tieren, und die Strange S10 verlangert sind, urn das 0-Falt- 
blatt zu vergroSern. In /34/C11 existiert die Helix H5, ist 
aber urn 2 Knicke kurzer als bei T. acidophilum. 

Viele dieser Untereinheit-spezif ischen Knicke, Insertionen und 
N- und C-Termini sind an Kontakten zwischen Untereinheiten 
beteiligt, wie im folgenden diskutiert wird. 

±jlZ Der (CI. Y7 , Y13, PRE 6 . PUP2 , PRE 5 , CI: PRE3 , PUP1. 

PUP 3 , Cll, PRE2 , CS. PRE4) . Komolex 

Jede der sieben <*-Typ-Untereinheiten hat zwei Nachbarn inner- 
halb des heptameren Rings, die or-cis-Wechselwirkungen aufwei- 
sen, und eine oder zwei in Nachbarschaf t liegende /3-Typ-Unter- 
einheiten im anderen Ring mit Of- trans -j3-Wechselwirkungen . Die 
zentral lokalisierten /3-Typ-Untereinheiten haben zusatzlich zu 
den /S-cis und /3- trans-a-Wechselwirkungen eine oder zwei in 
Nachbarschaf t liegende /?-Typ Untereinheiten im anderen 0-Ring 
mi t (3 - trans - (3 - Wechselwirkungen . 

Die generelle Architektur der Quartarstruktur ist im Proteasom 
von t. acidophilum und Hefe gleich (Fig. 2) : Das N-terminale 
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Schleif ensegment, Helix HO (Reste 20 bis 30), Schleife L, die 
H2 und S5 verbindende Schleife und der Strang S7 vermitteln ot- 
cis-Wechselwirkungen. Die /3-cis-Kontakte, die weniger eng zu 
sein scheinen, umfassen die Schleife L, das N-Ende der Helix 
HI, den Strang S7 und den den Strang S8 und die Helix H3 ver- 
bindenden Knick. Diese Kontakte stammen aus dem D7-symmetri- 
schen Vorlaufer und finden sich auch im T. acidophilum Protea- 
sonu Trotz der konservierten Architektur sind diese Kontakte 
aufgrund ihrer spezifischen Aminosauresequenzen fur die jewei- 
ligen Untereinheiten spezifisch. 

Es gibt viele zusatzliche Kontakte, die in T . acidophilum feh- 
len, und durch Sequenzen und Sequenzinsertionen bewirkt wer- 
den, die fur Hefe und Eukaryonten im allgemeinen charakteri- 
stisch sind. Innerhalb der a-Ringe werden enge or-cis-Kontakte 
durch die verschlungenen N-Termini der Untereinheiten al/C7, 
Qf2/Y7, a3/Y13 und al/Cl im Zentrum des heptameren Rings her- 
gestellt. Das in alien Untereinheiten konservierte Tyr8 spielt 
eine zentrale Rolle. Innerhalb der /3-Ringe existiert ein sehr 
spezifischer Kontakt zwischen 02/PUP1 und 03/PUP3, der durch 
den langen C-terminalen Arm von PUP1 vermittelt wird, der PUP 3 
umfaSt und fast den ubernachsten Nachbarn /J4/C11 beruhrt . /3- 
trans- or -Kontakte erfolgen durch die Helix HI -Schleif e-Helix H2 
Motive, welche mit den gleichen Motiven von zwei benachbarten 
a-Untereinheiten wechselwirken . Dieses grundlegende Kontaktmo- 
tiv war auch in der T. acidophilum Struktur zu sehen (siehe 
Figur 4a bei Lowe et al . (1995) , Science 268, 3479-3486), aber 
die Insertion bei Rest 66 von /J7/PRE4 begunstigt dessen Asso- 
ziierung mit a6/PRE5 und al/Cl. In ahnlicher Weise bindet die 
lange Insertion in <*2/Y7 bei Rest 210 zwischen den Strangen S9 
und S10 an 02/PUPl und koppelt dieses Paar. Spezifische (3- 
trans-/3-Wechselwirkungen werden durch den C-terminalen Arm von 
/J7/PRE4 gebildet, der zwischen /32'/PUPl und /8l'/PRE3 eingela- 
gert ist. Das C-terminale Segment von /35/PRE2 wechselwirkt mit 
03'/PUP3 und j84'/Cll auf ahnliche Weise (Figur 3). Die lange 
Insertion von 06/C5 am Rest 145 kontaktiert Untereinheit 
£3'/PUP3 und den C-terminalen Arm von /?2'/PUPl. 
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Sehr spezifische jS- trans-/?-Wechselwirkungen werden durch Mag- 
nesiumionen vermittelt: Magnesium Y8 verbruckt das Hauptket- 
tencarboxylat von Aspl93 aus S6/C5 mit der Schleife 162 bis 
167 von /?2'/PUPl. Auf gleiche Weise verbruckt das Magnesium Y9 
die Untereinheit 03/PUP3 uber Aspl93 mit /35'/PRE3. Daruber hi- 
naus sind diese Carboxylatgruppen Liganden fur andere Magne- 
siumionen, die in den Schleifen 165 von 04/PUP3 (Magnesium W6) 
bzw. (36/C5 (Magnesium W4) lokalisiert sind und die eine Rolle 
in der Stabilisierung der Untereinheitenstruktur spielen kon- 
nen. Die Aspartatreste sind vollstandig verdeckt und ihre 
Seitenketten an Ladung-Ladung-Wechselwirkungen mit Arg 19 von 
j32'/PUPl bzw. Arg 19 von /35'/PRE2 beteiligt, wodurch die /3- 
trans-/?-Kontakte weiter verstarkt werden. Die j8-Typ Unterein- 
heiten /31/PRE3 und /34/C11 liegen an der einzigen Molekuldiade 
des Hef eproteasoms und sind sehr ahnlich dem dominanten (3- 
trans-/S-Kontakt an den Resten 133-137 der Helix H3 von T. aci- 
dophil urn. 

18 Magnes iumpos i t ionen wurden im Proteasommolekul identifi- 
ziert, von denen 12 auf den Innenwanden der /?-/?-Kammer lokali- 
siert sind und die im Folgenden diskutierte saure Natur dieses 
Kompartments belegen. Es ist erkennbar, dalS die Vielzahl spe- 
zifischer Wechselwirkungen zwischen den Untereinheiten deren 
spezifische und" eindeutige Positionen innerhalb des Proteasoms 
bestimmt . 

4.3 Die N-terminale Threoninposit ion 

Im T . acidophilum Proteasom wurde durch Struktur- und Muta- 
tionsuntersuchungen ein katalytisches System mit Thrl, Glul7 
und Lys33 definiert (Lowe et al . (1995), supra und Seemuller 
et al. (1995), Science 268, 579-582). 

Nahe an Thr 1 befinden sich die Reste Serl2 9, Serl69 und 
Aspl66 # die fur die strukturelle Integritat dieser Stelle 
erforderlich sind, aber auch an der Katalyse beteiligt sein 
konnten. Durch Mutagenese wurde gezeigt, daS Aspl66 im Protea- 
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som von T. acidophilum essentiell ist (Seemuller et al . 
(1996), Nature 382, 468-470). Diese Reste sind in den aktiven 
Untereinheiten PUP1, PRE2 und PRE 3 invariant. 

Zusatzlich wurde ein vollstandig gebundenes Losungsmittelmole- 
kul NUK in alien drei Untereinheiten nahe bei ThrlO Y und N, 
Serl2 90 Y und N und Gly4 7N gefunden, wie exemplarisch fur die 
Untereinheit S5/PRE2 im Lactacystin-Komplex (Figur 4) gezeigt 
ist. Dies wurde bei einer geringeren Auflosung im Modell von 
T. acidophilum nicht erkannt . ThrlN hat Wasserstof f brucken zu 
Serl680 und O y und Serl2 90*. ThrlO Y hat eine Wasserstof fbrucke 
zu Lys33 r . Aspl7 hat Wasserstof f brucken uber O 61 zu Argl9N und 
Glyl70N und uber O 62 zu Thr/Ser2N und Lys33N r . Auf ahnliche 
Weise hat Lys33N f drei Wasserstof f brucken zu Aspl70 fi2 , Argl90 
und ThrlO Y . 

Das Muster von Wasserstof f brucken laSt vermuten, dafi sowohl 
Aspl7 als auch Lys33 geladen sind. ThrlN kann eine Wasser- 
stof fbrucke zu ThrO Y ausbilden und ist vermutlich neutral, ein 
Zustand der durch einen nahegelegenen positiv geladenen Lysin- 
rest begunstigt wird. Eine solche Ladungsverteilung ware auch 
aufgrund der jeweiligen Standard-pKa-Werte zu erwarten. ThrlN 
ist daher hochswahrscheinlich der Protonenakzeptor , wenn ThrlO Y 
an einem elektrophilem Zentrum beteiligt ist. Dies wird durch 
die Struktur des Lactacystinkomplexes bestatigt, der einen 
Ester zwischen Lactacystin und Thrl als Ergebnis einer /?-Lac- 
ton-Ringdf fnung nach einem nukleophilen Angriff durch ThrlO v 
aufweist. ThrlN ist genau an der Position, urn als Protonens- 
huttle von ThrlO Y zum Lactacystin-06 ' zu dienen. Eine analoge 
Reaktionssequenz wird fur die Hydrolyse des C-terminalen Fluo- 
rophoren von fluorogenen Substraten vorgeschlagen, wobei der 
Protonentransfer im Amidstickstof f der Abgangsgruppe erf olgt . 
Das erzeugte Acyl-Enzym wird, wie in den Abschnitten D-E von 
Figur 5 gezeigt, durch das Wasser NUK deacyliert. Alternativ 
Oder parallel k6nnte ein direkter Angriff von NUK auf die 
Peptidbindung erfolgen, wobei das Intermediat I umgangen wird. 
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4 . 4 Inhibitorbinduna 

S3/PUP1, S1/PRE3 und J55/PRE2 haben den Inhibitor Acetyl-Leu- 
Leu-Norleucinal kovalent an ThrlO Y vermutlich als Hemiacetal 
gebunden. Er nimmt eine £-Konf ormation an und fiillt die Lucke 
zwischen Strangen, welche die Reste 2 0 und 21 bzw. 4 7 enthal- 
ten (der Schleife L in Figur 3 bei Lowe et al . , 1995, supra, 
zugeordnet) , an die er uber Wasserstof fbriicken gebunden ist, 
wodurch eine antiparallele jS-Faltblattstruktur erzeugt wird. 
Die Norleucinseitenkette reicht in eine Tasche (die SI Tasche) 
hinein, die seitlich zu einem Tunnel hin of fen ist, der zur 
Partikeloberf lache f uhrt . Die Leucinseitenkette bei P2 ist 
nicht in Kontakt mit Protein und die Leucinseitenkette bei P3 
ist in Kontakt mit der benachbarten jS-Untereinheit . Die Sl- 
Spezif itatstasche wird hauptsachlich durch die Reste 20, 31, 
35 49, 53 gebildet, d. h. Ala20, Val31, Ile35, Met45, Ala49, 
Gln53(K) in S5/PRE2 (Fig. 6c), Thr20, Thr31, Thr35, Arg45, 
Ala49, Gln53 in Si /PRE 3 (Fig. 6a), Ser20, Cys31, His35, Gly45, 
Ala49, Glu53 in £2 PUPKFig. 6b). Der Rest 45 formt den Boden 
der Tasche und scheint weitgehend ihren Charakter zu bestim- 
men. Benachbarte Untereinheiten in den 6-Ringen tragen weiter 
zu den Sl-Taschen bei und modulieren deren Charakter: S2/PUP1 
im Falle von S1/PRE3 mit Hisll4, Hisll6, Serll8, Aspl20; 
S3/PUP3 im Falle von S2/PUP1 mit den Resten Aspll4, Aspl20 und 
Cisll8 und S6/C5 im Falle von S5/PRE2 mit Serll8, Aspll4 , 
Glul20 und Glul22. 

Lactacystin ist kovalent an S5/PRE2 gebunden. Dies steht im 
Einklang mit der beobachteten chemischen Modif izierung von 
Untereinheit X des Saugerproteasoms (Fenteany et al . , (1995), 
Science 268, 726-730) dem Homolog von PRE 2 . Seine Dimethylsei- 
tenkette bei CIO reicht wie eine Valin- oder Leucinseitenkette 
in SI hinein, aber weniger tief als die Norleucinseitenkette 
von Calpain. Lactacystin bildet mehrere Wasserstof fbrucken mit 
Atomen der Proteinhauptkette LactN-Gly470, Lact04 ' -Gly4 7N, 
Lact09' -Thr21N, Lact06 ' -ThrlN . Da diese zuletzt genannten 
Wechselwirkungen auch in S2/PUP1 und Si /PRE 3 auftreten konn- 
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ten, die keine kovalenten Komplexe mit Lactacystin bilden, 
scheint die SI Seitengruppe, die in der hydrophoben SI Tasche 
von S5/PRE2 bindet, die Ausbildung einer kovalenten Bindung 
und deren Stabilisierung zu dirigieren. somit ist diese Sei- 
tengruppe ein wichtiger Ansatzpunkt zur Entwicklung von Inhi- 
bitoren. 

. 4.5. Soezifitat 

S5/PRE2 hat einen Methioninrest an Postion 45 in Kontakt mit 
der verzweigten Seitenkette von Lactacystin im Komplex. Im 
Calpain-Inhibitorkomplex druckt die Norleucinseitenkette von 
Calpain die Methioninseitenkette urn bis 0,27 nm in Richtung 
auf Ile35, das aus dem Weg rotiert . Diese konzeirtierten Bewe- 
gungen machen die SI Tasche geraumiger. Dies steht im Einklang 
mit der Beobachtung, daS Lactacystin die chymotryptische Akti- 
vitat gegenuber chromogenen Substraten hemmt . Auf ahnliche 
Weise- wird die chymotryptische Aktivitat in Proteasomen mit 
einer S5/PRE2 Mutante, die nicht aus ihrer Proform prozessiert 
werden kann (Chen & Hochstrasser (1996) , Cell 86 961-972) und 
durch eine Mutation in S5/PRE2 verringert, wo eine Substitu- 
tion von Ala4 9 durch Val in der SI Tasche die GroSe beschrankt 
(Heinemeyer et al . (1993), J. Biol. Chem. 268, 5115-5120). 
S1/PRE3 hat einen Argininrest in Position 4 5 am Boden der SI 
Tasche, die gut fur Glutamat PI Reste geeignet ist. Sie ist am 
wahrscheinlichsten die mit der Peptidylglutamyl-Peptid-Hydro- 
lyseaktivitat (PGPH) des Proteasoms assoziierte Untereinheit . 
Jedoch auch die Norleucinseitenkette besetzt diese basische 
Tasche im Calpaininihitorkomplex. Es wurde eine hoher zusatz- 
licher Dichtepeak beobachtet, der mit der Guanidiniumseiten- 
kette assoziiert ist und als Chlorid- oder Carbonation inter- 
pret iert werden kann, welches eine nicht ausgeglichene posi- 
tive Ladung kompensiert. E2/PUP1 hat als Rest 45 ein Glycin 
und folglich eine geraumige, am Boden durch His35 und Glu53 
begrenzte SI Tasche. 
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Wir folgern, daS S5/PRE2 sowohl die chymotrypt ische als auch 
die tryptische Aktivitat enthalt, wahrend S1/PRE3 die PGPH- 
Aktivitat enthalt, aber beide Taschen sind hinsichtlich der 
GroSe (PRE2) und der Polaritat (PRE3) anpassungsf ahig . S2/PUP1 
ist fur sehr- groSe PI Reste mit basischem Charakter geeignet . 
Mutationsanalysen haben gezeigt, daS Substitutionen in S4/C11 
und S7/PRE4 die chymotrypsinartige bzw. die PGPH Aktivitat 
beeinflussen (Heinemeyer et al . (1993), supra; Hilt & Wolf 
(1996), TIBS 21, 96-102; Hilt et al . (1993), J. Biol. Chem. 
268, 3479-3486) . Diese Untereinheiten sind inaktiv, aber in 
Nachbarschaf t zu den Untereinheiten £5/PRE2 und S1/PRE3 aus 
beiden Ringen gelegten (Figur 4) . Der Austausch von Serl3 6 
durch das voluminose Phe in S4/C11 stort den fi- trans-6-Kontakt 
an Helix H3 zwischen 64/C11 und S5/PRE2 und kann die benach- 
barte Thrl Stelle storen, wie auch vermutlich die Deletion der 
!5 C-terminalen Reste von S7/PRE4, die extensive Kontakte mit 
S1/PRE3 bilden (Fig. 3) . 

4.6 Propeptide und Prozessieruna 

Fiinf )3-Typ-Untereinheiten werden mit Propeptiden unterschied- 
licher Langen bis zu 75 Aminosauren synthetisiert , die wahrend 
der Reifung abgespalten werden. S2/PUP1, S5/PRE2 und S1/PRE3 
zeigen eine Autolyse zwischen Gly-1 - Thrl. Dies ist ein Pro- 
zeS, fur den das Vorhandensein von Thrl, Gly-1 und Lys33 er- 
forderlich ist. Wir hatten bereits eine Autolyse innerhalb der 
Untereinheit vorgeschlagen, wobei ThrlO Y als Nukleophil die 
vorangehende Pept idbindung angreift (Schmidtke et al . (1996), 
EMBOJ. 15, 6887-6898). 

GemaS der Kristallstruktur wird dem Wasser NUK eine zentrale 
Rolle zugeordnet. Es ist idealerweise so positioniert , urn als 
Base bei der Entfernung eine Protons von ThrlO Y zu wirken und 
die nukleophile Addition an den Carbonylkohlenstof f von Gly-1 
anzutreiben. Es gibt keine Inf ormationen uber die Position und 
Orientierung der Gly-1 -Thrl- Pept idgruppe in den vollstandig 
prozessierten Untereinheiten, aber wir konnen sie von teil- 
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weise prozessierten oder unprozessierten Untereinheiten 
S3/PUP3, S6/C5 und S7/PRE4 ableiten, welche ahnliche Orientie- 
rungen zeigen. Gly-lO ist in diesen Untereinheiten in Richtung 
des posit iv geladenen Lys33N f und von Gly4 7N gerichtet, die 
ein Sauerstof f anionenloch in Analogie zu Serinproteasen bil- 
den, um die entstehende negative Ladung zu verteilen, wenn das 
tetraedrische Addukt gebildet wird. Eine Umlagerung zum Ester 
kann nach dem Protonentransf er vom Wasser NUK zu ThrlN und 
Spaltung der Peptidbindung erfolgen. Die nahegelegenen Reste 
Serl290 T und Serl690 Y unerstutzen diese Reaktion. Beide Hydrox- 
ylgruppen sind uber Wasserstof f brucken an Aspl66 gebunden, 
welches in den aktiven Untereinheiten invariant ist. NUK ist 
wahrscheinlich ebenfalls bei der Esterhydrolyse als angreifen- 
des Nukleophil beteiligt, welches schlieSlich in das Produkt 
eingebaut wird (Fig. 5, Abschnitte a bis c) . Der Gly-1 Rest 
scheint essentiell zu sein, da eine Seitenkette an Position -1 
mit dem Proteinruckgrat bei Position 168 interf erieren und 
eine Konf iguration erzwingen wurde, die fur eine Autolyse 
ungeeignet ist. 

Mit Freisetzung von Thrl werden die Untereinheiten aktiv. Wenn 
die katalytische Stelle nicht intakt ist, wie in den Unterein- 
heiten S3/PUP3, S6/C5 und S4/C11, denen Thrl fehlt, in 
S7/PRE4, bei dem Lys33 durch Arg ersetzt ist, und in konstru- 
ierten Varianten von LMP2, dem Saugerhomolog von S1/PRE3 
(Schmidtke et al . (1996), supra) und von PRE 2 (Chen & Hoch- 
strasser (1996) , supra) tritt eine Autolyse bei Rest 1 nicht 
auf . S7/PRE4 besitzt beide essentiellen Reste Gly-1 und Thrl, 
aber in einer Konf iguration, die sich stark von derjenigen 
unterscheidet , die in den aktiven Untereinheiten gefunden 
wird, da die Thrl Seitenkette durch das groSere Arg33 wegge- 
druckt wird, welches den Lysinrest ersetzt (Figur 4b) . Das 
Auffinden von Defekten in der katalytischen Aktivitat und in 
der Prozessierung belegt die strukturelle Labilitat der Thrl- 
Stelle, die durch Mutationen von benachbarten Resten der glei- 
chen oder benachbarten Untereinheiten gestort werden kann. 
Andererseits ist es auch moglich, dafi eine inaktive Mutante in 
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der Umgebung aktiver Untereinheiten selbst aktiv werden kann, 
was im Einklang mit Beobachtungen steht, daS T.acidophilum 
Spezies, die einen Def ekt -in der Prozessierung aufweisen, bei 
Koexpression mit Wild-Typ-Protein prozessiert werden (Seemul- 
ler et al . (1996), supra). 

Die Propeptide spielen eine essentielle Rolle bei der Assem- 
blierung eukaryontischer Proteasomen, was auf direkte oder 
indirekte Ef fekte durch Terlnahme an Wechselwirkungen zwischen 
Untereinheiten und/oder durch Stabilisierung der Struktur von 
Untereinheiten zuruckzuf uhren sein kann. Die beobachteten 
Strukturen der Prozessierungsintermediate von S7/PRE4 (M) und 
S6/C5 und des unprozessierten Propeptids S3 /PUP 3 geben Hin- 
weise darauf, daS beide Ef fekte auftreten, da die Propeptide 
fest an den Rest des Proteins gebunden sind und mit anderen 
Untereinheiten wechselwirken, _z. B. Propeptid S7/PRE4 mit 
S1/PRE3 bei den Resten 92 und 115 und Propeptid S6/C5 mit 
S7/PRE4 bei 91 und 116. 

4.7 E intritt in das und Austritt aus dem Proteasompartikel 

Die hydrolytische Aktivitat des Proteasoms ist mit Thrl und 
der /?-Ringf lachen im Inneren des die hydrolytische Kammer 
def inierenden jS-Hohlraums assoziiert. Das Substrat muS in das 
Partikel eindringen und das Produkt muS freigesetzt werden. 
Beim Proteasom von T. acedophilum sind zwei Eintrittsof f nungen 
mit einem Durchmesser von etwa 1,3 nm an den Enden der zylin- 
drischen Teilchen offen, die durch eine Ringflache von Knick- 
bildenden Segmenten Tyrl26 -Gly-Gly-Val der sieben identischen 
or-Untereinheiten begrenzt sind. Die N-terminalen Reste 1 bis 
12 sind in diesem Protein ungeordnet . 

Im Gegensatz dazu ist die hydrolytische Kammer des 20S Protea- 
soms der Hefe fast unzuganglich. Die N-Termini der Unterein- 
heiten 0fl/C7, 0f2/Y7, CX3/Y13, c*6/PRE5 und c*7/Cl reichen in die 
Of fnung hinein und fullen sie vollst&ndig mit mehreren Schich- 
ten von eng miteinander verwobenen Seitenketten aus (Figur 8) . 
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Es gibt somit keinen Zugang in das Innere des Partikels von 
den Zylinderenden ohne erhebliche Umlagerung. Es gibt einige 
enge Seitenf enster , insbesondere an der Grenzflache zwischen 
den or- und /3-Ringen, die durchlassiger sind als im T.acidophi- 
lum Proteasom, da kleinere Seitenketten dort vorliegen. Diese 
Of fnungen befinden sich hauptsachlich zwischen den zahnartigen 
Helix Hl-Knick-Helix H2-Motiven der Gr-/?-Grenzf lache (siehe 
Figur 4a bei Lowe et al . (1995), supra) und fuhren zu den N- 
terminalen Threoninresten des aktiven Zentrums . Sie sind mit 
polaren und geladenen Aminosaureseitenketten bedeckt, die sich 
bewegen konnen, um Offnungen mit etwa 1 nm Durchmesser zu 
erzeugen und moglicherweise die Passage von ungefalteten ge- 
streckten Polypeptidketten erlauben. Das 19S Partikel, welches 
die ATP- und Ubitiquin-Abhangigkeit der Proteolyse durch das 
Proteasom bewirkt, ist an die Partikel angeheftet um das 26S 
Proteasom zu bilden. Die Assoziierung fuhrt zu einer starken 
Aktivierung der Peptidhydrolyse (Hoffman und Rechsteiner 
(1994), J. Biol. Chem. 269, 1690-16895) . Auf ahnliche Weise 
ist der Proteasomregulator PA28 an Qf-Typ Untereinheiten gebun- 
den (Kania et al . (1996), Euro. J. Biochem. 236, 510-516). Er 
beschleunigt die Peptidspaltung und verbessert die Antigen- 
prozessierung. Beide regulatorischen Faktoren konnten die 
Eingangsof fnungen auf kontrollierte Weise in vivo offnen. 

4.8 Erzeuqunq von MHC Klasse I Peptiden 

Das 2 OS Proteasom erzeugt Peptidprodukte mit einer engen Lan- 
genverteilung, uberwiegend Octa- oder Nonapeptide, ein Grofien- 
bereich, der optimal fur die Bindung von MHC Klasse I Moleku- 
len ist (York & Rock (1996), Annu. Rev. Immunol. 14, 369-396). 
In vitro Untersuchungen haben gezeigt, daS durch 2 OS Proteaso- 
men aus intakten Proteinen erzeugte Peptide durch MHC Klasse I 
Molekule prasentiert werden (Dick et al . (1994) Immunol. 152, 
3884-3894; Niedermann et al . (1996), Proc . Natl. Acad. Sci. 
USA 93, 8572-8577) . In einem in vivo Experiment wurde gezeigt, 
daS Proteasomeninhibitoren die MHC Klasse I Presentation von 
Proteinantigenen hemmen (Rock et al . (1994), Cell 78, 761-771) 



WO 98/42829 




PCT/EP98/016S3 



- 26 - 

und da£ die Anzahl der an der Zelloberf lache vorliegenden MHC 
Klasse I Molekule durch die induzierbaren Proteasomenunterein- 
heiten G5i/LMP7 und.£li/LMP2 reguliert wird, wie in Mausen mit 
zielgerichteten Deletionen der fur diese Proteine codierenden 
Gene gezeigt wurde (Fehling et al . (1994) Science 265, 1234- 
1237) . LMP2 und LMP7 ersetzen nach IFN-y Stimulierung die kon- 
stitutiv exprimierten Untereinheiten. 

MHC Klasse I Peptide haben ublicherweise basische oder hydro- 
phobe C-terminale Reste (siehe den Ubersichtsartikel von En- 
gelhard (1994) , Curr. Opin. Immunol. 6, 13-23). Die LMP2/7 
Substition andert vermutlich die Verteilung von Peptiden, so 
daS ein groSerer Anteil der von MHC Klasse I Molekulen bevor- 
zugten Peptiden erzeugt wird. LMP2 ersetzt Y, das humane Homo- 
loge von S1/PRE3, LMP7 ersetzt X, das Homologe von S5/PRE2. 
Alle Mitglieder dieser Unterfamilie zeigen einen hohen Grad an 
Sequenzidentitat, aber £li/LMP2 hat zwei auffallige Unter- 
schiede gegenviber 61/PRE3 in der SI Tasche : Thr31 Phe und 
Arg45 -» Leu. Durch den Austausch von Arg gegen Leu wird die 
Tasche unpolar und durch den Austausch von Thr gegen Phe en- 
ger, so daS die PGPH-Aktivitat verringert und die 
chymotryptische Aktivitat erhoht werden sollte, wenn Sli/LMP2 
das Saugerhomolog fur 1S1/PRE3 ersetzt. Dies wird in der Tat 
beobachtet (Gaczynska et al . (1993), Nature 365, 264-267; 
Driscoll et al . (1993), Nature 365, 262-264) wenn LMPs durch 
eine Behandlung mit IFN-y induziert werden. Die gegenteilige 
Wirkung findet man in Zelllinien, denen die LMP2 und LMP7 Gene 
fehlen und in Mutantenmausen mit einer Disruption des LMP2 
Gens (Van Kaer et al . (1994), Immunity 1, 533-541). Ein Erset- 
zen der Saugerhomologen von S5/PRE2 und S2/PUP1 durch LMP7 
bzw. MECL1 beeinfluSt nicht direkt die SI Taschen und ihre 
Effekte konnen nicht von einer Anderung der Spezifitat bei PI 
stammen, wie man sie fur LPM2 findet. 

Im Hefe 2 OS Protesom werden die Untereinheiten 67/PRE4 bzw. 
S6/C5 an den Resten -8 und -9 teilweise prozessiert. Dabei 
entstehen Octa- oder Nonapeptidprodukte , die nicht aus dem 
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Enzym freigesetzt werden. Beide Peptide haben ahnliche Konf or - 
mationen mit einer Verdickung, die zwei Abschnitte mit lang- 
gestreckter Konf ormation unterteilt, was der Konf ormation von 
MHC Klasse I-gebundenen Peptiden ahnelt. Durch Vergleich des 
Propeptids von S6/C5 mit eineni viralen Peptidnonamer im Kom- 
plex mit seinem MHC Klasse I Rezeptor (Madden et al . 
(1992) , Nature 321-325) wird die Ahnlichkeit mit rms Abweichun- 
gen fur alle Atome von 0,23 nm und fur die C a -Atome von 0,13 nm 
quantif iziert und laSt vermuten, dafi bevorzugte lokale Kon- 
formationen eine Rolle bei der Erzeugung (durch das Proteasom) 
und Presentation (durch MHC Klasse I Molekule) von immundomi- 
nanten Peptidepitopen spielen. 
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Anspriiche 

1. Verfahren zum Gewinnen einer auf gereinigten eukaryonti- 
schen Proteasomenpraparation, umfassend die Schritte: 

(a) Herstellung eines Rohextrakts durch AufschluS von 
eukaryonti schen Zellen, 

(b) Abtrennung unloslicher Bestandteile aus dem Rohex- 
trakt, 

(c) chromatographische Auftrennung in Fraktionen uber 
ein Ionenaustauschermedium, 

(d) Testen der in Schritt (c) erhaltenen Fraktionen und 
Sammeln der aktiven Fraktionen, 

(e) chromatographische Auftrennung tiber Hydroxyapatit , 

(f) Testen der in Schritt (e) erhaltenen Fraktionen und 
Sammeln der aktiven Fraktionen, 

(g) Konzentrierung der vereinigten Fraktionen, 

(h) chromatographische Auftrennung uber ein 
Gelf iltrationsmedium und 

(i) Testen der in Schritt (h) erhaltenen Fraktionen und 
Sammeln der aktiven Fraktionen. 

2 . Verfahren nach Anspruch 1 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man Hefezellen verwendet . 

3. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS das Testen der Fraktionen in Schritt (d) , (f ) 
oder/und (i) jeweils zwei Bestimmungen der proteolyti- 
schen Aktivitat umfafct, wobei eine in Abwesenheit und die 
andere in Gegenwart eines Proteasomeninhibitors durch- 
gefiihrt wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet/ 

daS man Lactacystin als Proteasomeninhibitor verwendet. 
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5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS mindestens einer der chromatography schen 
Trennschritte in einem FPLC- System durchgefuhrt wird. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
weiterhin umfassend das Kristallisieren der aufgereinig- 
ten Protesomenpraparation . 

7 . Auf gereinigte eukaryontische Proteasomenpraparation f 
erhaltlich durch das Verfahren nach einem der Anspruche 1 
bis 5. 

8. Auf gereinigte eukaryontische Proteasomenpraparation in 
kristallisierbarer Form. 



9. Aufgereinigte kristallisierte eukaryontische Proteasomen- 
praparation. 

10. Preparation nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Kristall einen Proteasomeninhibitor enthalt . 

11. Preparation nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi der Inhibitor ein Tripeptid-Aldehyd Oder Lactacystin 
ist . 



12. Preparation nach einem der Anspruche 7 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS sie ein Proteasom aus einer Hefe umf aSt . 

13. Preparation nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS sie ein Proteasom aus Saccharomyces cerevisiae urn- 
faSt. 
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14. Preparation nach einem der Anspruche 7 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi sie einen Komplex aus 28 Untereinheiten umfaSt, der 
jeweils 2 Molekule von 7 verschiedenen ar-Typ-Unterein- 
heiten und 7 verschiedenen /3-Typ-Untereinheiten enthalt. 

15. Verwendung der auf gereinigten eukaryontischen Proteaso- 
menpraparation nach einem der Anspruche 7 bis 14 zur 
Identif izierung und Gewinnung neuer Proteasomeninhibito- 
ren. 

16. Verwendung von Daten aus der Kristallstruktur von kri- 
stallisierten eukaryontischen Proteasomenpraparationen 
nach einem der Anspruche 9 bis 14 zur Identif izierung und 
Gewinnung neuer Proteasomeninhibitoren . 

17. Verwendung von Kristallstrukturdaten aus dem Bereich der 
Proteasomentaschen SI der Untereinheiten S1/PRE2, S2/PUP2 
oder/und &5/PRE2 zur Identif izierung und Gewinnung neuer 
Proteasomeninhibitoren. 

18. Verwendung nach einem der Anspruche 15 bis 17 in einem 
computergestutzten Model lingprogramm. 

19. Verwendung nach Anspruch 18, umfassend einen Schritt des 
Homologiemodelling, indem die Kristallstrukturdaten eines 
Hef eproteasoms mit Aminosauresequenzen aus dem humanen 
Proteasom modifiziert werden. 

20. Neuer Proteasomeninhibitor , 
dadurch gekennzeichnet, 

daS er eine zur Proteasomentasche SI der Untereinheiten 
1S1/PRE3, S2/PUP2 oder/und S5/PRE2 komplementare dreidi- 
mensionale Struktur aufweist. 
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Figur 1a 
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Figur 1b 
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Figur 1c 
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Figur 1d 
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Figur 3 
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Figur 7 
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The invention relates to a method for the 
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und die durch das Verfahren erhaltliche 
Proteasbmen^Mriaratiqn. Weiterhin betrifft 
die Erfindung eine aufgereinigte eukaryontische 
Proteasomen-Praparation in kristallisierter 
Form. Mit Hilfe der Kristalldaten aus 
dieser Proteasomen-Praparation kdnnen neue 
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VERFAHREN ZUR REIN1GUNG UND KRISTALUSIERUNG VON PROTEASOM 

#« 

5 Beschreibung 

Die Erf indung betrif f t ein Verfahren zum Gewinnen einer aufge- 
reinigten eukaryontischen kristallisierbaren Proteasomen- Pra- 
paration und die durch das Verfahren erhaltliche Proteasomen- 

10 Preparation. Weiterhin betrif ft die Erf inching eine aufgerei- 
nigte eukaryontischen Proteasomen- Preparation in kristalli- 
sierter Form., Mit Hilfe der Kristalldaten aus dieser Proteaso- 
men- Preparation konnen neue Proteasomen- Inhibitoren, insbeson- 
dere mit Hilfe von computergestutzten Modelling-Programmen 

is identif iziert und gewonnen werden. 

Das Proteasom ist das zentrale Enzym. beim Proteinabbau sowohl 
im Cytosol als auch im Zellkern. Es ist an vielen biologischen 
Prozessen beteiligt, einschliefilich der Entf ernung abnormaler, 

20 f ehlgef alteter oder falsch assemblierter. Proteine, der- Reak- 
tipn auf Stress , (durch Prozessierung oder ; Abbau* von Transkrip- 
tionsregulatoren) , der Zellzykluskontrolle (durch Abbau von 
Zyklinen), ^der Zelldif ferenzierung und metabolischen Adaption 
(durch Zerstdrung von Trans kriptionsf akfcoren oder metaboli- 

25 schen Enzymen) und der zellularen Immunreakt ion ::( durch Erzeu- 
gung antigener. Peptide, .die von,.MHC , Klasse. I Molekulen prasen- 
tiert werden) .-Pur diese zellularen Funktionen,, die auf einem 
Ubiquitin f/ und ATP erf ordernden; Abbau* von. .Proteineri beruhen, 
wird das- 26S Proteasom benofeigt, dess.en ;>Kern. und proteo- 

30 lytische : Kammer durch das 2 OS -Proteasom gebildet werden. 

" . 

Das 2 OS Proteasom aus dem Archaebakterium Thermoplasma acido- 
i philum wurde durch - Rpntgenstrukturkristallographie. bei einer 

Auf losung von 0,34 nm analysiert. Es^hat eine zylindrische 
35. Form mit eine?: Lange von 14, 8 nm und^ einemi maximalen bzw; 
minimalen Durchmesser von 11 , 3 rim bzw. 7 ; 5? ■ nm; Es besteht -aus 
28 Untereinheiten,; die in einem Partikel alsi4 homoheptamere 
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Ringe a7/37/37a7 mit D7 Symmetrie angeordnet sind (Lowe et al . , 
(1995), Science 268, "533-539) .' f *^ 

der N-terminale Threoninrest der j3-Untereinheiten die Binde- 
stelle von inhibitorischen Peptidaldehyden und essentiell fur 

s die hydrolytische Aktivi tat, 'Atich^ Stock et al . ((1996), Cur- 
rent Opinion in Biotechnology, 7: 376-385) beschreiben die 
Struktur ^i-und^ 'Funktion von T. acidophil um : Proteasomen. Eine 
Ubertragung vbn -T.acidophilum-Dateri auf ~ eukaryont i sche Pro- 
teasomen^ ist ^iiicKt mdglich, da -die *^ Homologies der Proteasomen 

io zwischen diesen 'SjSezx'es zu gering ist ; - 

Eukaryont i sche Proteasomen 1 sind erheblich komplexer als das 
archaebakterielle: Proteasom. So ist das -2 OS Prbteasom aus Sac- 
icharomyces/cerevisiae aus insgesamt sieben- verschiedenen a-Typ 
is und sieben verschiedenen jS-Typ^Unteireinheiten aufgebaut, die 
bereits kloniert und sequenziert wurden, vgl. z. B. Heinemeyer 
et al. (1994), Biochemistry 33; 12229-12237). 

Die eukaryont±Schen' : 20S Proteasomen, z. B. aus Hefe und aus 
20 Saugern, sind- hinsichtlich der Amiriosauresequenzen von Unter- 
einheiten und<? ihrer durch Elektrronenmikroskopie erkennbaren 
Grobstruktur* sehr hahe verwandt. Die a-Typ und /3-Typ Unterein- 
; heiten des Sauger 2 OS Proteasoms bilden eine geordnete und 
wohldefinierte Struktur (Kopp et al. (1995), J. Mol . Biol. 
25 248, 264-272) . 'In Saugerzellen koiinen drei zusatzliche nicht 
essentiellfe ^Untereinheiten des 20S Proteasoms > l die als LMP2 , 
LMP7 und MECLl bezeichnet » werden, kbnstititutive Komponenten 
nach Induktion mit dem Gytokin Interferon 7 -ersetzen. Ihre 
Expression oder gezielte Deletion andert die Peptidasespezif i- 
30 tat des Proteasoms und die Expressionsstarke von MHC Klasse I 
Molekulen an der Zelloberf lache . 

Hilt, Heinemeyer und Wolf ((1993), Enzyme Protein 47: 189-201) 
beschreiben den Aufbau von 20S und 26S Hef eproteasomeri sowie 
35 die proteolytische Aktivitat von S-Typ-Untereinheiten. Ferner 
werden die unterschiedlichen Funktiohsweisen von 20S und 26S 
Proteasomen hinsichtlich des Stof fwechsels und der Differen- 

i 
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zierung einer Zelle diskutiert. Kristallographische Daten von 
eukaryontischen Proteasomen werden nicht beschrieben. 



In der Verof f entlichung Rivett et al . (1994), Methods En-zymol . «. 
s 244, 331-350) und den darin enthaltenen Zitaten sind bisher 
zur Aufreinigung von Proteasomen verwendete Ausgangsmateria- 
lien, z. B. Gewebe und . Zellen von Saugern, wie* Maus, Ratte, 
Mensch oder Rind, anderen Tieren, Pf lanzen und Hefe aufgeli- 
stet. 



Auch in der Patentliteratur finden sich zahlreiche Dokumente, 
die Proteasomen betreffen. So wird beispielsweise die Herstel- 
lung von eukaryontischen Proteasomen in EP-A-03 45 750, JP-A- 
05. 292 964 und JP-A-06 022 759 beschrieben. Die dort offenbar- 
i5 ten Proteasomen- Praparationen besitzen -jedoch keine ausrei- 
chende Reinheit, um eine Kristallisierung zu ermoglichen ; . 

Morimoto et al . ((1995), J. Biochem. 117, 471-474), Hwang et 

al. ((1994), Mol. Cells:> Vol. .4, 273-275) und Perkins et al . 
20 ((1994), Journal of Structural Biology 113, 124<L34) beschrei- 

ben die Kristall i sierung von - eukaryontischen :Protea*somen . 
. Auf grund der geringen Reinheit der f Proteasomen- Praparationen 

werden lediglich Auflpsungen .vonv^O/44 nm, > ca. 5,0- nm bzw. 

1,5 nm erreicht, so dafi-eine Strukturbestimmung oder ein Mole- 
25, cular Modelling mit diesen Proteasomen-Praparationen nicht 

moglich ist. 

Nukleotid- und Aminosaure.sequenzen von? .;proteasomenunterein- 
v heiten werden-; -beispielsweise in den j apanischen- • Anmeldurigen 
ao, JP-A-04 077. r497;*. JP-A-Q4 ;.077 498, JP-A-04 117 283., JP-A-05 317 
. 059, JP-A-07 255 476^,- JR-A-08:.;116 972, JP-A-08* 205v.871-und JP- 
A-08 217 796 sowie im. japanischen 'Patent 40 5:1 896- beschrie- 



35 . Inhibit or en fur das Proteasom l sind beispielsweise in JP^A-05 
000 968, WO 92/20 804, WO 94/17 816, WO 95/24' 914, WO 95/25 
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ben. 



-533,-;WO 96/i3 : ..;2'6e^tWo;.9;6/32-. 105r -(LaGtaGystinanalbga) und US-A- 
55 80 8.5.4 '(Peptidaldehydinhibitoren) besGhrieberJl 

Klafky. et ;al,.* /.( C1995) , Neuroscience -Letters 2 01 ,"• 29-3*2) unter- 
sucheri^die Wirkung des Proteasominhibitors Calpain Iiihibtor 1 
auf diewSekra das durch Spaltung des 

.S-Amyloid-Precursora Proteins (APP) ehtstehty' und das als ein 
Ausloser. der -Alzheimer Krankheit diskutiert - wird. Proteasom- 
Strukturdaten sind in dieser Publikation nicht enthalten. 

F.enteany, et^aX. (1(1995) ,. Sciences Vol . 268, 726-731) beschrei- 
ben den atrep.tomyces _Metab61iten Lactacystin a-ls- Ze*ll*zyk-lus in- 
hibitor- und Iriduktor ~fur Neuritenauswachsen einer Maus Neuro- 
blastomazellinie. Als spezifisches zellulares' Zdel dieses 
Inhibitors^Wurde .das 20S^Proteasom mittels Tritzium-markierteiri 
Lactacystiri ddentif iziert • Eine kristallisierbare Protesaomen- 
Praparation wird nicht beschrieben. 

WO 91/13904 beschreibt die Identizifierung und Charakterisie- 
rung. einer-Chymotrypsin-ahnlichen Protease, die als multikata- 
lytische Protease vorliegt sowie deren Verwehdung zur Behand- 
lung der. Alzheimer. Krankheit. Die Verwenduhg von fur Chymo- 
trypsin^Aktivitat-spezif ischen ^Substraten zum Testen oder 
Sceenen von Inhibitoren wie hierin beschrieben, fuhrt 
ausschlieSlich zur * Identif izierung von Inhibitoren, die 
spezifisch fur eine Chymotrypsin-ahnliche Aktivitat sind. 

Somit wird ersichtlich, dafi ein groSes Bedurfnis nach weiteren 
Erkenntnissen liber* Proteasomen, dnsbesondere hinsichtlich 
deren genauen Struktur besteht, urn die Herstellung von neuen 
Proteasomeninhibitoren auf rationale Weise zu ermoglichen. Die 
der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe bestand somit darin, 
ein Verfahren bereitzustellen, das die Kristallisierung euka- 
ryontischer Proteasomenpraparationen ermoglicht, so da6 mit 
Hilfe der: Kristallstruktur die Entwicklung heuer Inhibitoren 
vereinfacht wird. 
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Die erf indungsgemaSe Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren 
zum Gewinnen einer auf gereinigten eukaryontischen Proteasomen- 
praparation, umfassend die Schritte: 

(a) Herstellung eines Rohextrakts durch AufschluS von 
eukaryontischen Zellen, 

(b) Abtrennung unloslicher Bestandteile* aus dem Rohex- 
trakt , 

(c) chromatographische Auftrennung in Fraktionen uber 
ein Ionenaustauschermedium, z. B. Q- Sepharose,. 

(d) Testen der in Schritt (c) erhaltenen iFraktionen* und 
Sammeln der aktiven Fraktionen, 

(e) chromatographische Auftrennung uber Hydroxyapatit , 

(f) Testen der in Schritt (e) erhaltenen Fraktionen und 
Sammeln der aktiven Fraktionen, ' . : . . 

(g) Konzentrierung :der vereinigten Fraktionen, \ 

(h) chromatographische. Auftrennung uber ein :Gelf iltra- 
tionsmedium in einem ; Molekulargewichtsbereich .von 
5 kD bis- 5 MD,, z. B„. Superose. und 

(i) Testen der in Schritt (h) erhaltenen Fraktionen iund 
Sammeln der aktiven Fraktionen^ .: ; 

Als Ausgangsmaterial fur das erf indungsgemaSe Verfahren konnen 
beliebige eukaryontische. Zellen eingesetzt:rwerdeh,:^z;.; BL Tier- 
zellen, Pf lanzenzellen oder. Pilzzellen wie etwa- Hef ezellen. 
Besonders bevorzugt -rist idle Verwendung, von Hef ezellen, z:« 'B; 
Saccharomycjes: cerevisiae . / \ v. /• 

Das Testen der Fraktionen^ wahrend desvAnreicherungsprozesses 
erfolgt ublicherweise - durch Bestimmung /der of ur ,< Proteasomen 
typischen prQteolytischen; Aktdvitat. Als ^ Substrates konnen^ 
hierbei^beispi.elsweise foekannte chromogene* ■ .Peptide :eingeset zt 
werden , yprzugsweise; erf plgt das Testen. der ^Fraktioneri, derart , 
date man jeweils zwei parallele. Bestimmungen der proteolytic 
schen Aktivitat durchfuhrt, wobei. die eine inj Abwesenheit und 
die andere in Gegenwart eines Proteasomeninhibitors, z. B. 
Laetacystinv,; durchgefuhrt wird- Diese Art. desv.Testens. erlaubt 
eine eindeutige. Unterscheidung der Proteasomen; enthaltbhden 
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r fPraktdonen von^arideren r Fraktioneri mit-proteolytischer Aktfivi- 

. tat. '■>:<•: ..- ;,r;. .v - . . . r.-.' • t •. 

.-Die . Durchfuhrung rider , Anreicherung~ - umf aSt dreir chromatogra- 
s phische Trennschritte (c) , ...(e) ! uhd^ -.(h) V -von. dehen mindestens 

e iner in e.inem ' FPL'C- System . durichgef uhrt werden- *kahri , z . B . 

Schritt (h) . 

Durch .das,: erf indungsgemafieoVerf ahren -wird eine -aufgereinigte 
ip,-P.rofceasoTnen-Praparation erhalten; .die in^einer* ausr^ichenden 
Menge und Reinheit vorliegt , ^soidaS eine - nachf olgende Kristal- 
lijs ier^ing, rermogl icht ... wird . . . - 

Ein weiterer Gegenstand . der vorliegenden Erf indung ist somit 
is eine aufgereinigte eukaryontische. Proteasomenpraparation, die 
durch das erf indungsgemaSe* Verf ahren ! erhaltlich ist; Noch ein 
weiterer Gegenstaiid der vorliegenden Erfindung ist eine aufge- 
reinigte eukaryontische :Proteasomen-Praparatidn in kristalli- 
• sierbarer Form.* Noch "ein weiterer Gegenstand der vorliegenden 
20 Erfindung ist eine- aufgereinigte kristallisierte eukaryon- 
tische Proteasomen- Preparation. 

Pie kristallisierte Proteasomen- Prapar at ion kann auch einen 
Rroteasomen-Inhibitor enthalten. Beispiele fur geeignete be- 
25 kannt Proteasomen- Inhibitoren sind Lactacystin oder Analoga 
davon bzw. Tripept id- Aldehyde wie Calpaininhibitor . 

Die erf indungsgemafie eukaryontische Proteasomen- Preparation 
umfafit ein 2 OS Proteasom, d. h. einen Komplex aus 28 Unterein- 
30 heiten*. .der j.eweils 2 Molekule von sieben verschiedenen a-Typ- 
Untereinheiten und sieben verschiedenen 0-Typ-Untereinheiten 
enthalt. Daruber hinaus kann der Komplex noch Metallioneh, z. 
B. Magnesium, Losungsmittelmolekule, z. B. Wasser, und andere 
Polypeptidkomponenten enthalten. 

35 

Die erf indungsgemaSe aufgereinigte eukaryontische Proteasomen- 
preparation -kann zur Identif izierung und GeWinnung neuer Pro- 

•1 
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teasomen-Inhibitoren eingesetzt werden. Dabei werden insbeson- 
dere Daten aus der Kristallstruktur von kristallisierten euka- 
ryontischen Proteasomen-Praparationen eingesetzt. Die Identi- 
fizierung und Gewinnung neuer Proteasomen-Inhibitoreri erfolgt* 
vorzugsweise in einem computergestutzten Model lingprogramm. 

Beispielsweise kann das Inhibitordesign durch visuelle Inspek- 
tion graphischer Darstelliingen der Struktur erfolgen und zwar 
insbesondere 

(a) durch Best immuhg der fur Liganden ziigangiichen Volumina 
an aktiven Stellen> z. b. mit Hilfe der Programme 
INSIGHT, SYBYL, QUANTA, FRODO, 0 etc., 

(b) . durch Bestimmung von idealen Ligarideneigenschaf ten hin- 

sichtlich Hydrophobizitat 'bder 'Wasserstof fbruckenbindun- 
gen, z. B. mit Hilfe der Programme - LUDI, GRID etc. 
oder /und 

(c) durch Bestimmung der elektronischen Eigenschaf ten von fur 
Liganden zugangl'ichen ; Oberf lachen an den aktiven Stellen; 
z . B . mi t ' -HilT e des~ Programms GRASP j etc . 

Alternattiv oder zu^atzlich' konnen Liganden durch autdmati- 
sierte Ligaridenf ragment-Andbck- oder * Aripiassprozeduren, z. B. 
mit Hilfe der Programme DOCK, LUDI, LEAPFROG etc. ermittelt 
werden\ r • " - - 

: Besonders bevorzugt werderi/fur diesen Zweck v die Kristalldaten 
der ProteaisomuMereinh^iten vom /3-Typ, iris&esondere der Pro- 
teasom-Untereinheiten--i85/PRE2, /Jl/PRE3< : oder /und 02/PUP1 bzw/ 
homologer Untereinheiten aus anderen eukaryontischen Proteaso- 
men sowie' * bena'chbarte* Uritereiriheiten davonjf "i; 1 B . 04ftll 
oder/und-jS7/PRE4 verwendet. 

. Fur : das ^Design von Ihhibitoren des tfumanen- Proteasoms konneri 
die erf indurigsgemaSen Kristallstrukturdaten-des Hef eproteasoms 
mit bekanriten^ Aminbsa^^ des humaiien Proteasoms durch 
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. Homqlogiempdelling modif iziert wer.den Ein solc&es - Homologie- 
modelling k^nn. durch molekulare Gr^fikprogramme : wi<e. r etwa 0, 
INSIGHT , FRODO , : ,e.t.c . .durchgef uhrt werden^ , Insbesondere r. er f afit 
die vorli.egende Erf indung ein t Homologfiemodelling . ^er^homologen 
s aktiven ., .S^e^len^der .ak-tl-ven^rMpnopi^^e. im (! allgemeinen und ins- 
besondere zum Zwecke des Inhibitordesigns • In Figur 1 ist die 
Ho.mologie,. ,d^r v Am^ und . des 

. h^manen Proteas.oms in den .releYanten..Bereichen. gezeigt. 

••••• . ■ 

io. Weiterhin, spll .die. Erf indung rdurch--nachfolsendeni Beispiele und 
Figuren erlautert t werden. Es zeigen: 

die Homologie zwischen den fur die aktiven Un- 
. tereinheiten djes Proteaspms. kpdijsrenden Amino- 
- saureseguenzen aus Hefe und ■ Wensch; die 
: } j . 151/PRE3, s S2/PUP1; ; S5/PRE2 ,Subf amilden . sind 
gelb, griin bzw. blau dargestellt; die -Reste der 
Sl-Tasche, welche die Spezif itatsanderungen der 
: PRE3 Subfamilie nach Substitution; der humanen 
: Untereinheit Y durch LMP2 nach Cytpkininduktion 
beeinf lussen /: sind braun. gezeichnet ; 

die -"Topologie der -28 Untereinheit en des 20S 
Prqteasoms, gezeichnet als Kugeln,. 

die C a -Kettenpositionen der Untereinheiten 
07/PRE4, /36/C5, j3l'/PRE3, /?2'/PUPl und 
/?3'/PUP3, in denen die /3-cis und /?-trans-/3- 
Wechselwirkungen durch Kontakte von Insertions- 
segmenten hervorgehoben sind, 

" Figur 4a bis b Elektronendichtekarten (Konturiert- ab 1 o) in 

ahnlichen Orient ierungen um THR1 mit zwei F 0 -F c - 
Coef f izienten nach zweifacher Mittlung; die 

35 rpten Modellteile wurden uber die Phasengebung 

weggelassen. S5/PRE2 mit dem kovalent gebunde- 
* nem Lactacystin (LACT) und dem Wassermolekul 



Figur 1 



20 

Figur 2 

25 

Figur 3 



30 
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NUK (a) und £7/Pre4 mit einem Teil eines Pro- 
peptide (b) , 

Figur 5 ein Schema der vorgeschlagenen chemischen, 

s Schritte von Autolyse und Substrathydrolyse . 

Erzeugung eines Prozessierungsintermediats 
durch Hydrolyse an der "sauren" fi-Ringf lache 
. (A) . Erzeugung der vol 1 standi g prozessierten 
aktiven: Untereinheit uber ein Acyl-Enzym (B) 
io und dessen Hydrolyse (C) . Michaelis-Komplex 

eines Substratpolypeptids (D) . Spa It ung an der 
S-Ringflache und Bildung mit Peptidspaltung 
: assoziierten Acyl -Enzyms (E) ... Acyl -Enzym- Hydro - 
lyse und Freisetzung des Octapeptidprodukts 
is : (F) . - 

Figur 6a bis c. die Bindung des Calpainirihibitors und die SI 
\Taschen, fil/PRE3ist in Grau mit den r Pl kontak- 
tierendenu Resten in Rot * ^dargestellt ; S2/PUP1 
20 , ist in Grun und der Inhibitor in -Elatf:: C&')■••'dar-• 

v. .s££t£lltr ^^FBP£ (b) , S5/PRE2 (c)^mit arvalogen 
<Farbgebungen; : r • - • 

Figur 7 ;die ;untere . Half te der v /ISTlS-Karnmer ; Die 

25 Hauptke.tterimit: roteh Kreiseri'fur die Carbonyl- 

. t v saueratoffe ist fur die C-:terminalen Abschnitte 

i .jv der , Helices H2 der .sieben S-Typ;;Untefeinheiten, 
- die; die. S-Ringflache definieren7 i angegeben*. Die 
intermediar ; prozessierten^ und die^ unpro- 
30 zessierten Propeptide der Untereinheit*en ,f S6/C5, 

S7/PRE4 , 23/ PUP 1 und B4/C11 (grun) und der Cal- 
- - t r.-r r:pairiinhibitor (gelb) gebunden :van -S17PRE3, 
; S2/PUP1 und S5/PRE2 sind: gezeigt , ZweiiMagne- 
: : . siumionen, die nahe deru iS'rRingf lache 3 loka- 
35 .; . : lisiert siiid; sind als silberne Kireise igezefch- 

, net; .und - 
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,.Figur ; '8 * ; -eine Qberf lachenansicht: des Proteasomenmole- 

kuls, geschnitten langs*der Zylinderachse. Drei 
der sechs Calpaininhibitormolekule, gebunden an 
• , . JS1/PRE3.,- S2/PUP1 und-..S5/PRE2 i sind als raumful- 

lende Modelle in rot dargesteHt. Die abgedich- 
* i teten - a-6f fnungen an . ;beiden Enden des 
PaXftikels, „einige wenige -schmale Seitenf enster 
; urid.fdie .scharf abgesehnittenen inneren S-Ring- 
.- . . v f lachen sind zu ^erkehnen . 

Beispiele ^ - . 

Beispie-1 1 * - Prbteinpraparation. und.,Charakterisierunq 

Hefezellen von Saccharomyces cerevisiae (Hefe-Mayr, Miinchen, 
Deutschland) wurden zweimal mit eiskaltem Wasser gewaschen und 
in . Puffer A (2.0 i; mM-; Tris-HCl , : pH 7,5, 1 mM EDTA, 1 mM NaN 3 ) in 
.einem Gewichtsverhaltnis Zellen zu Puffer von 2:3 suspendiert. 
Die Zelljen wurden fur 10 Min in einer Muhle (Biomatik, 
Deutschland) mit Glaskugeln (Durchmesser : 0,5 mm; Volumenver- 
haltnis Glaskugeln zu Zellsuspension: 3 :2) desintegriert . Das 
Aufbrechen der Zellen wurde mikroskopisch uberwacht. 

Nach -Filtration wurde der Rohextrakt fur 10 min bei 10.000 x g 
in einer Sorvall RC 2B Zentrifuge. abzentrifugiert . Der Uber- 
stand wurde erneut- 45 min: bei 134.000 x g in einem Ti-55,2 
Rotor (Beckmann) zentrif ugiert . Die Lipide aus der obersten 
Schicht wurden sorgfaltig ehtfernt und die verbleibenden gel- 
ben Losungen vereinigt . - Die Proteinkonzentrationen waren etwa 
50 mg/ml . 

Unmittelbar nach der Zentrifugation wurde der Extrakt auf eine 
Q-Sepharosesaule (5 x 20 cm) aufgebracht, die mit 280 mM NaCl 
in Puffer A aquilibriert war. Die Saule wurde mit 280 mM NaCl 
in Puffer A gewaschen, die Proteine wurden mit einem Gradien- 
ten von 280 bis 800 mM NaCl eluiert. Die Durchf lufirate war 
120 ml/h ujid es wurden 12 ml Fraktionen gesammelt . Das Protea- 

■i 
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som wurde bei 400 - 450 mM NaCl eluiert . In alien Fraktionen 
wurden Chymotrypsin-artige (CL) , Peptidylglutamyl-Peptid-hy- 
drolase (PGPH) und Trypsin-artige (TL) enzymatische Aktivita- 
ten gemessen. 

Urn das 20S Proteasom zu erhalten, wurde von alien aktiven 
Fraktionen in Gegenwart von Lactacystin erneut die CL-Aktivi- 
tat gemessen-; oind die Fraktionen mit verringerten Aktivitat 
wurden gesammelt Die vereinigten Fraktionen wurden dreifach 
mit Wasser verdiinnt und auf eine . Hydroxyapatitsaule (3 x 
10 cm) aufgetragen, die mit 60 mM Kaliumphosphat, pH 7,5 
aquilibriert war., Die Saule wurde mit 60 mM Kaliumphosphat pH 
7,5: gewaschen und mit einem Gradienten von 60-30.0 ;mM Kalium- 
phosphat eluiert wird. Die Durchf luSrate. war 60 ml/h. Es wur- 
den 12 ml Fraktionen gesammelt Die CL - , PGPH- und TL- Aktivi- 
tat wurde : in alien Fraktionen gemessen* und die aktiven Frak- 
tionen wurden vereinigt . 

Die vereinigten Fraktionen wurden zwanzigfach durch Ultrafil- 
tration unter Verwendung; einer ^AM-IGON X 1 ^ 30 . .;. M .embran 
konzentriert und das Konzentrat wurde auf eine Superose 6 
Saule (1 x. 30 cm) aquilibriert mit Puffer -A auf ge^tragen. Die 
Elution wurde;-mit einer Durchf luSrate yon 18 ml//h in Puffer A 
durchgefuhrt ./ ;Das Proteasom eluierte nacYh 37 tmin. Aus\ 5.00 g 
Hefezellen konnten auf diese Weise : 50 mg kristallisierbares 
Protein erhalten werden. 

Alle f praparatiyen Schritte mit , Ausnahme • der FPLGr? wurden bei 
4 ?C , ausgef uhrt • ; .Die .chromogenen Peptidsubstrate wurden in 
Dimet;hylsulf oxid bei einer : Konzentration yonul ^rnM geloat;.^ Die 
proteolytische. Aktivitat gegen, diese Substrate-: wurde gemaS 
Achtsfeetter. et al . (1994) , V J. Biol. Ghem. 259,^ 13344-13:348, 
best immt . Die chrojnocjenen Pept idsubst rate wurden von-: Bachem 
(Bubendorf ,. . 4 Schwei-z) bezogen,; ,Q-Sepharose- und, Hydroxyapatit 
stammten von ? Sigma und BioRad.. Die FPLG , Vorrichtung die^ Mo- 
noQ- und Superose 6 Saule stammten .von, Pharmacia (Freiburg, 
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:Deutschland)* , alle- anderen Chemikalien wurden in -der hochst 
moglicheh'Reinheit von Merck ; (Darmstadt; -Deutschland) bezogen. 

Beispiel 2 Kristallisierung 

. Die^Krxstalle wurden in Hangetrbpfen bei 24 °C gezuchtet . Die 
.'Proteirikonzehtration, die zur Kristal ligation verwendet wuirde, 
-war 40 mg/ml- in '10 mM Tris/HC-l'- (pH 7 V 5) und 1 mM EDTA. Die 
Tropif en ^ bestand'en- a:us 4 >1 der Proteinlosung uhd 2 /zl einer 
R'eservoirlosungy 'die; '40 ^mM^ MagnesiumaG*e¥at/ r 0 , 1 ~M r Morpholino- 
ethansiilfonsaure (pH 6/5) -und 12 % 2 , 4 -Methylpentandiol - ent- 
hielt. -Die den -Inhibitor * Lactacysfedn £nthaltendeh Kristalle 
; warden '-durch ^Einitauchen in> eine'l mM La'ctacystinrosung fur 6 h 
hergestell t . Die ; den Inhibitor Acetyl -Leu-Leu-Norleucin - (Cal - 
pain Inhibitor^ Boehringer Mannheim) enthaltehden Kristalle 
/-wurden durch Eintauchen in eine 5 mM Calpainlosung fur 6 h 
hergestellt. Die kristallographischen Daten sind in -Tabelle 1 
angegeben . 

^Beispiel 3 Kr ist al lographie 

Die Kristalle waren sehr gut geordnet und zeigten nur eine 
leichte Anisotropie. Somit wurde eine -Auflosung von 0,24 nm 
moglich. Die Acetyl -Leu~Leu-Norleucinal-inhibierten Kristalle 
hatten eine etwas verririgerte Ordnung. 1 

Die Anisotropie der Diffraktion wurde unter Verwendung der 
gefunderien Strukturf aktoramplituden mit solchen korrigiert, 
wie sie aus einem Modell mit isotropen Temperaturf aktoren 
unter Verwendung von XPLOR (Bruenger, 1992) berechnet wurden. 
Die Datensatze wurden bei der BW6-Beamline am DESY Hamburg mit 
einer Synchrotronstrahlung von A = 0,11 nm erhklten. Die 
Kristalle wurden in einen Gef rierschutzpuf f er (30 % MPD, 28 mM 
Magnesiumacetat , 0,1 M Morpholinbethansulf onsaure , pH 6,9) 
eingetaucht und in einem Strom von 90 °K kaltem Stickstof fgas 
gefroren. Die Dif fraktiorisdaten wurden mit einer 300 mm Mar 
Forschungs-Imagingplatte in einer Entfernung von 275 mm (LACT) 
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oder 280. mm (CAL) gesammelt. Die Bestimmung von Rontgeninten- 
sitaten erfolgte mit dem MOSFLM Computerprogramm Version 5.3 
und die Datenreduktion wurde mit CCP4 durchgefuhrt (Leslie 
(1992), Acta Cryst . D50, 760-763; Joint CCP4 and ESF-EACMB,. 
s Newslett Protein Crystallogr. ( Dare sburg. Laboratory Warington 
UK 26; Collaborative Computational Project Number 4 (1994) . 

Eine bei 0,5 nm Auf losung berechnete Rotationsfunktion zeigte 
zwei mit der Kristallsymmetrie in Beziehung sfcehende Peaks, 

io die auf das Vorhandensein von lokalen diadisehen Molekulachsen 
bei ^ 86° <f> 90° und ^ 94° <f> 90° hinwiesen. Ihre Korrela- 
tionswerte waren. die Halfte des Wertes* eirier kristallographi- 
schen Diade, wie" sie ,fur eine. fast ideale molekulare zweifache 
Syminetrie zu erwarten war.- Das. T.acidophilum , Modell wurde fur 

is die Patterson Suchkalkulationen unter Verwendung voh AMdRe 
(Navaza (1994) , Acta Cryst. A50, 157-163) bei~;einer Auf losung 
von 0,3,5 nm, eingesetzt. Diese zeigten,. wenn man die D7 Sym- 
metrie des ; Untersuchungsmodells in Betracht zog, * eine "einzige 
Losxmg - mit einem Korrelat ionswert von 0 , 32"aind einem R-Faktor 

20 .von , 56, \%: verglichen :mit f. dem - nachsthochsteh Peak von 0,28 und 
57 % ; . ■ •.. " .:. ■ , j.-? v* ..i-j-.-'- 



Das T.acidophilum Modell wurde auf Polyalanin reduziert mit 
nur einigen wenigen: konservierten .Restenfj^ die^ ilnjderj7a-3*yp 
25 Untereinheit verblieben. Dieses Modell^ erg.^j/0.ineri-.^R.-Paktor 
von 57,7 % und wurde zur Berechnung einer 2F 0 -F C Karte bei 0,24 
nm -mit^XrPLORMBruen^ X-PLORK^ersfbril 3^1^ Ai System 

v for, X-Ray ; . Crystallography ..and.: NMR): : verwendeteo DifenceTekfcroni - 
sche Dichte wurde im Realraum mit MAIN ;(Turk^-tl992) , Dis'ser- 
30 tat ion, Technische Universitat Munchen) unter Verwendung der 

> lokalen^ Zwieif^achaqhse im gegenWarMgen Model-1* **:( #=85; r, xjf>=90; 8, 
k = 180,1) gemittelt*, ruektransf ormiert ^ixnd^eine ^neue- Dichte 
wurde mit, 2F 0 -F C Koef f izienten berechnet-. Nachxl^O^Abglei^chungs- 
zyklenrwar die/Qualitat ^der Karte gut- (1^^=27, 2P%) .-'-Die* *e : in- 
35. zelnen^Untereinheiten; j wurden entsprechend ihrerYGfiaraklTeristi- 
schen --Insert ionen, Deletionen und Aminosauresequehzeh identi- 

. f izi;er% r und ;.wurden in die Karte- auf/ einer ESV^30-Graphifcsystem 
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. Arbeitsstation-, (Eyans & Sutherland/ .Salt -Lake v .- City , Utah) 
unter ^Verwendung -yon FRODO* (Jones C'1^9-78): # Jr: ^ Appr:: Cryst . 11, 
I 268ri272 ) eingehaut . Eine kristallographische Verfeinerung 
^erfcjlgte mi : t X-PLOR (Bruenger, .1992) mit energetisch und zwei- 
.f #ch -nicht^kristallograpM unter 
Verwenc^ung r <ierj f von Engh und . Hubert '(:I99M ) v Acta: 'Cryst . A -47 , 
392 - 400, beschriebenen Parameter. Zusatzlich wurde zur Kor- 
:trekt=ur< ,fur t r A e.ine :anisotrope .•Kr>istallordnung ein - Streuungsbei- 
vtr.ag f ur das; Losungsmittel; ; berecteet r und Wahrend -der Verf eine- 
^ imng :±n~die Berechhung des yJtodeM.s reinbezogeh. * - - . - ^ 



j Das ; fertige , Model ii be rucks ichtigte : die Inhibitormolekule* Lac- 
rtacystin.. und Acetyl -.Leu-Leu-Norleucinal, : l c 8> 'Magries'iumionen> 
bzw.v 800 WassermocEekule v Die. R-Werte sind - zuf riedenstellend 
und .die. Staridardgeomefcrie der "Bindungen -xind Winkel hervorra-^ 
.gencl. ;,Die lokale molekurare diadische Symmetries' ist - gut kon- 
-serviert,, was auch dureh. den sehr ■ geringen Wert I^ ack 13 % in 
; der Endstuf e:.der -Analyse gezeigt wdrd\: Der Anstieg im R-Wert 
um/3 % fur-Daten mit einer Auflosung von 0,28 nm gegenuber 
0,24 nm 1st eine Folge der anisotropen Kristallordnung, welche 
die Datenqualitat beeintrachtigt , und der beschrankten Ein- 
beziehung geordneter Losungsmittelmolekule . 

Beispi-el 4 Charakterisierung der Struktur 

•■ 4;1». * Struktur von Untereinheiten 

Die. 14 aus Hefe klonierten Gene, die v-fur Komponenten des 2 OS 
Proteasoms kodieren, . konnen' in sieben ar-Typ und sieben /3-Typ- 
. Untereinheiten eingeteilt werden. '* 

Die j3-Typ Untereinheiten werden als Prekursoren synthetisiert , 
die zu den inv .assemblierten Proteasom vorliegenden reifen For- 
men' proze.ssiert werden. Die reifen /?-Typ i Polypeptide 02/PUP1, 
65/PRE2 und 01/PRE3 werden aus ihren Proformen durch Spaltung 
zwischen Gly-1 und Thrl unter Freisetzung der aktiven Stelle 
Thrl erhalten, wahrend 0 7 /PRE4 zwischen Asn-9 und Thr-8 und 
/36/G5 -zwigjcSen His-10 und Gln-9 gespalten werden und als sta- 

t 
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bile Prozessierungsintermediate vorliegen. /J4/C11 und /33/PUP3 
werden nicht prozessiert und beginnen mit Met(-l) bzw. Met(- 
9) . Die Untereiriheiten PUP1, PRE2 und PRE3 werden als voll- 
standig prozessiert, die Untereinheiten PRE4 und C5 als teil-„ 
s weise prozessiert uhd die' Untereinheiten Cll und PUP 3 als 
unprozessiert bezeichnet. 

Alle 14 Untereinheiten liegen in der . kristallinen molekularen 
Struktur an. eindeutigen Positionen vor. Sie sind fast voll- 
io standig def iniert durch die Elektronendichte abgefsehen von- 
einigen Kettentermini und langen" Insert ionssegmenten. 

Die Elektronendichte fur die Hauptketten ist in den £y-Typ-Un- 
tereinheiten Wie folgt def iniert: c*2/Y7 :: Thr5-Leu236 , ■ af3/Y13: 
is Gly4-Gly237, a4/PRE6: Tyr8- Gln244 , c*5/PUP2 :, ArglO- Glu243 (7 
Reste der Insertion sind ;nicht def iniert - Glyl2 bis Arg 126), 
c*6/PRE5: Phe4 - 116233, a7/Cl: Gly5 - Asri241; al/Cl: Gly6 - 
Asp240 . >' • 

20 .In den jS-Typ.-Untereihheiten ist die Elektronendichte wie folgt 
definiert:uj83:/PUP3: Ser-,8-Aspcl93 , /86/CS: /Gln^9-Asp 193, 04/ 
Cll: Met-1-Glnl92, /37/PRE4 : Thr-8-Ile211 , 02/PUP1 : Thrl- 
Cys221, j3l/PRE3: Thrl-Leul96, 05/PRE2 : Thrl-Gly211. 

25 Alle sieben a- und /3-Typ- Polypeptide,. haBen. eine, charakteri- 
stische 0- Sandwich- Struktur . Sie ist gebildet aus zwei funf- 
strangigen -- antiparallelen ^r^altblatts^zrikturenUinit-^den' dar- 
uberliegenderiAhelicalen Schichten aus den ^ Helices H3-/ H4 , H5 
und deri darunterliegenden :Heilices < Hi. '.und H2L gebildetn*ist . Sie 
ior unterscheiden sich: -aber in den Knicken, r d r ie j um/ eine^ oder zwei 
Amino s aur ereste ^inv der Lange variieiren, in :l^ngen<^Insertion*en, 
die Sekundarst ; rukturelemente verbinden.y -sowie^rin den N-termi- 
> nalen- und insbesondere . in deri C- terminalen-Regionen ..* 

35 Bei den a-Typ-Untereinheiten hat a2/Y7 eine lange Insertions- 
. schleife- zwischen. den Strangen S9 und SOrOV^die :.aus einer kur- 
zen a-Helixund einem/?- Strang- aufgebaut ist:.i otl/Cl' weist eine 
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Verlangerung der Helix H3w urn .zwei.>i;Kni:Gke: dur.ch- die: Insertion 
bei G180 auf. Die , Untereinheiten ;al/C7„ . «3/Yili,-. Qf4/PRE6 , 
a5/PUP2 und otl/CX (haben langere "C-terminale Helices H5, die 
aus de.r T.eilchenoberf lache in :die Losung- /hervorstehen. Die 
s ; hoch:f;gel;adenen# meist, sauren C-terminalen tSegmente r sind* un^ 
strukturiert . ^ .^r: 

.-.Bei deni , /?-TypiUntereinheiten mitl langen * Insertionen hat 
• iS^/PRE^ Leinen, deutlichen -Knick rzwischen den^Helices HI und H2 
10- -.und:ieine^ : zusat2liche -a- Helix mit •■. 2 Khicken bei "Rest 145 . :/?6/C5 
hat eine Insertion von 17 Resten zwischen H3 und'H4 mit einer 
komplexen Faltung und einer kurzen Helix. 02/ PUP 1 hat eine 
. sehr lange, G-terminale Extension, die . in ihren . letzten 11 
Resten , ;stark T ungeordnet ist . - Die Untereinheiten 03 / PUP 3 und 
is /? 6 /C5. haben kurze <C- Termini, so' dafi die Helices H5 nicht exis- 
tieren, und die estrange . :S 10 verlangert sind, urn das j3-Falt- 
blatt zu yergrofiern. In ./34/C11 existiert die Helix H5, ist 
aber urn 2 Knicke kurzer als bei T.acidophilum. 

20 Viele dieser* Untereinheit'-spezif ischen. Knicke/ Insertionen und 
N- und C-Termini sind an , Kontakten zwischen Untereinheiten 
beteiligt, wie im folgenden diskutiert wird. 

4.2 Der (C7, Y7 , Y13 , PRE6 , PUP 2 , PRE5 , CI; PRE 3 , PUP1 , 

25 PUP 3 . • Cll . PRE2 , ;C5 PRE4 ) , Kdmplex 

Jede der : sieben Of-Typ-Untereinheiten hat zwei Nachbarn inner- 
halb des heptameren Rings, die a-cis-Wechselwirkungen aufwei- 
sen, und eine oder zwei in Nachbarschaf t liegende 0-Typ-Unter- 
30 . einheiten 1m ^anderen Ring mit a- trans -j3-Wechselwirkungen. Die 
zentral lokalisierten /3-Typ-Untereinheiten haben zusatzlich zu 
den. 0-cis und /?- trans -a-Wechselwirkungen eine oder zwei' in 
Nachbarschaf t liegende j3-Typ Untereinheiten im anderen /3-Ring 
mi t 0 - trans - /? - Wechselwirkungen . 

.35 

Die generelle Architektur der Quartarstruktur ist im Proteasom 
von T.acidophilum und Hefe gleich (Fig. 2) : Das N-terminale 

t 
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Schleif ensegment, Helix HO (Reste 20 bis 30), Schleife L, die 
H2 und S5 verbindende Schleife und der Strang S7 vermitteln ot- 
cis-Wechselwirkungen. Die /?-cis- Kontakte, die weniger eng zu 
sein scheinen, umfassen die Schleife L, das N-Endei der Helix „ 
HI, den Strang S7 und den den Strang S8 und die Helix H3 ver- 
bindenden Knick. Diese Kontakte staramen aus dem D7-symmetri- 
schen Vorlaufer und f inden^ sich auch im T.acidophilum Protea- 
som. Trotz der konservierten Architektur sind* diese Kontakte 
aufgrund' ihrer spezif ischeri- Aminosauresequenzen fur die! jewei- 
ligen Untereinheiten spezif isch. ; 

•Es gibt viele zusatzliche Kontakte, die in acidophil um feh- 
len, und durch Sequenzen xind Seqiienzinsertionen bewirkt wer- 
den, die fur Hefe und Eukaryonten im allgemeinen charakteri- 
stisch sind. Innerhalb der c^Ringe .werden,. enge^ tf-cis-Kbntakte 
durch die venschlungenen N-Termini der- Unterednheiteh <*l/C7, 
Qf2/Y7, Q?3/Y13 und Qf7/Cl im Zentrum des heptameren Rings -her- 
gestellt. Das in alien Untereinheiten konservierte Tyr8 spielt 
eine zentrale ,Rolle . Innerhalb der- j8-Ringe - existiert ein sehr 
spezif ischer Kontakt zwischenv T j32/PUPl und 037PUP3, der durch 
den. langen C- terminal en Arm von PUP1 vermifctfelt wird, * der PUP3 
umfafct und fast den ubernachsten NachbaxnysfiQ/cil beruhrt . /?- 
trans ^ a- Kontakte erf olgen durch:;die. Helix HI -Schleif e'-Helix H2 
Motive >, we lchej mit- den gleichen Mo.tiven-von zwe i ^ benachbart en 
a-Untereinheiten wechselwirken. Dieses grundlegende Kbritakttrib- 
tiv war auch in der T.acidophilum Struktur zu sehen (siehe 
Figur 4a bei Lowe et al : ; : (1995) , Science *£JS3>iJ3A7£r3A]B£) *.aber 
die Insertion bei Rest 66 von 07/PRE4 begunstigt dessen Asso- 
ziierung mit a6/PRE5 und a7/Cl . In ahnlicher^ Weise; bindet' die 

I lange. Insert ion. in Of2/Y7:bei Rest -210' zwischen^ den:* Strahg^ri S9 
und -S10 :an j82/PUPl und' .koppelt^ dieses ^Eaar . * Spezif ische : 7?- 
trans-/3-Wechselwirkungen werden durch den C-termdhalen Arm yon 
07/PRE4 gebildet, der zwischen /?2'/PUPl und jSl'/PRE3 eingela- 
gert ist . Das C-terminale Segment von: /?5:/;PRE2 wechselwirkt'mit 
•j33 ' /PUP3 und /34'/Cll auf ahnliche Weise (Figixr :3) . Die lange 
Insertion yon /86/G5 am Rest " 145 'i kontaktiert^- Uhtereinheit 
03-' /PUB3 uncUden C-terminalen Arm von 02VPUPlT^ ' *" ■ * 
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Sehr: sp fc ezifi;sche ^-trans-^-WeGhserwirkungen werden durch -Mag- 
.nesiumxonen ygrmittelt : Magnesium =Y8 verbruckt :-das VHauptket- 
tencarbpxylat von Aspl93 aus: S6/C5 mit der Schleife 162 bis 
167 von 02VPUP1'; Auf gleiche :Wei;s:e- verbruckt das :Maghesium "Y9 
die ^Untereinh.eit #3./PUP3 aaber : Aspl93^mrt\j35 '/P&E3 . Daruber hi- 
naus ~sind ~diese Garboxylatgruppen vLiganden fur^andere Magrie- 
;S^mipnen 7 ,-die in den Schleifeen 165avon /34/PUP3 (Magnesium W6) 
bzw^.jSjS/es-LtMagne W.4) lokalisiert sind und die elne Rolle 

d4i;fderj .iS tabil isierimg . der : Unt er e inhe i tens t rukt ur spinel en kon- 
nen. Die Aspartatreste sind .vollstandig- verdeckt urid ihre 
Seitenketten an Ladung-Ladung-Wechselwirkungen mit Arg 19 von 
£2-' /rRUg.lr.rbzwv^Arg • .19 .von • 05 ' /PRE2 c--bet.eiligt:; ^wbdurch^'die-iS- 
trans>r)S-Kpntakte weiter; verstarkt.* werdem >/■ Die 0-Typ Uriterein- 
heijten j3l/PRE3/. und -#.4/(21.1 liegen ah der einzigen Molekuldiade 
dps, rHefeprofceasoms .aind wsind sehr/eahnlich ^ dem dominant-en /?- 
tranp^-Kontakt .an den Res.ten: 133 - 13 7 /der Helix H3 von T. aci- 
dophilus v o 

1:8 Magnesiumpositionen wurden im Proteasommolekul identifi- 
ziert, ?yon denen; 12^auf ~:den Innenwariden der' j3^/3-Kammer lokali- 
siert, : ;;sindiiand.die im rFolgenden diskutierte saure Natur dieses 
Kompartments belegen. Es ist :erkennbar, -daS die Vielzahl spe- 
.zif isoher . Wechselwirkungen zwischen " den Untereinheiten deren 
r spezif ische und eindeutige Positionen innerhalb des Proteasoms 
-]?e,s,timmt . - . v 

4.3 >Die N-terminale Threoninposition 

Im T.acidophilum r Proteasom wurde durch St ruktur- und Muta- 
tionsimtersuchungen, ein katalytisches System mit Thrl, Glul7 
und Lys33 definiert (Lowe et al. (1995), supra und Seemuller 
et al. (1995);, Science 268, 579^582) . 

Nahe an Thr„ 1 befinden sich die Reste Serl29, Serl69 und 
Aspl66, .die .fur die strukturelle Integritat dieser Stelle 
erforderlich sind, aber auch an der Katalyse beteiligt sein 
konnten. £)\irch Mutagenese wurde gezeigt, daS Aspl66 im Protea- 

•t 
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som von T. acidophilum essentiell ist (Seemuller et al . 
(1996), Nature 382, 468-470). Diese Reste sind in den aktiven 
Untereinheiten PUP1, PRE2 und- PRE 3 invariant. 

s Zusatzlich wurde ein voll.standig gebundenes Losungsmittelmole- 
kul NUK in alien drei. Untereinheiten nahe bei ThrlO 7 und N, 
Serl2 90* r und N und Gly4;7N gefunden, wie exemplarisch fur die 
Untereinheit S5/PRE2 ;im -Lactacystin-Komplex (Figur 4) gezeigt 
ist • Dies wurde bei einer . geringeren Auf losung im Modell von 

io T . acidophilum ^nicht erkannt . ThrlN hat: Wasserstof fbrucken zu 
Serl680 und OT und Serl290? r . ThrlO 7 hat eine Wasserstof fbrucke 
zu Lys33 r . Aspl7: V hat Wasserstof fbruckeh uber O 61 zu Argl9N und 
Glyl70N und uber O 6 ? . zu Thr/Ser2N und ,Lys33N f . Auf ahnliche 
Weise hat Lys33N f drei Wasserstof fbrucken : zu Aspl70 62 , Argl90 

15 und ThrlO Y . ■ 

Das Muster von ^ Wasserstof fbrucken laSt vermut en # daS sowohl 
Aspl7 als auch n Lys3.3 .geladen sind;. ThrlN.kann eine Wasser- 
stof fbrucke zu-Thr0. r - : ausbildeni und ist vermutlichrneutral , ein 

20 Zustand ; der durch eineninahegelegenen positiv geladenen Lysin- 
rest begunstigtiTwird.; Eine solche' Ladungsverteilxing: ware auch 
auf grund der j eweiligen StandardrpKa-Werterzu erwarten ; \ThrlN 
ist daher hoehswahrscheinlich der Pr^torienakzeptor, wenn ThrlO 7 
an einem elektrophilem Zentrum beteiligt^ist . *Dies wird : durch 

25 die Struktur des Lactacystiiikompi.exes bestatigt, der -eiiien 
Ester zwischen Lactacystin und Thrl als Ergebnis einer /?-Lac- 
ton-Ringof fnung nach einem nukleophilen Angriff durch ThrlO 7 
aufweist .^ r ThrlN . . ist . genau: ian der Position^ urn als Protbnens- 
,,huttle : von ThrlO\zum . LaGtacystinyO,6f.v zu diehen.' Eine^ analoge 

30 £eakt ionssequenz. wird : fur r^ie, 

.rophoren- von fluorpgenen^ Subsfcraten: voxgeschlagenv- wobei'der 
Protonentransf er im, Amidst ickstof f \der-Abgangggruppe J erf olgt . 

,. Das .erzeugte Acyl-Enzym t wird, : wie^an„ ; den Abschnitten D.-E von 
, : Figur 5 -gezeigt durch.-dastri Was^gri NUK : deacy i±er t . . Alternativ 

35.: oder* parallel konrite. . jain £l direkfcex? vAngrif f o-vdn vNUK auf ' die 

, Pef>t idbindung : erf olgen , wpbei /das Intermediat ; I. fumgangen. wixd . 
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4.. 4 - ^.Inhdbi^Qrbindung . . ; ! > 

S3/PUP1, 6l/PRE3nuhd S5/PRE2 haben den Inhibitor - Acetyl-Leu- 
Leu-Norleucinal kovalent an ThrlO* vermutlich als Hemiacetal 
s . geburiden : -Exi: /nitrimt ;e ihe Konf "orma t ibH^* an- 4juS&^£'& : 1 I t die Lucke 
. zwlsjchen:-;S;trangen;-f ■;welche'die--R(BSte M 20--ufid^2'i *Ezw : > 47 enthal- 
: *en -;:(:det>^SchIei£e;:L in F.igur* 3 '^bei^iiovre et ~ } ai . , '1995, supra, 
^2ug,eprdnet)>r/ an dieter uber Wasserstbf fbruckeh -gebiinden ist, 
n< wodurchveirie santeipdrallele ^^Ealtblattstruktur-erzeugt wird. 
iojjDi-^;Nor^eu^c:ins:e±^ex^e%t'e reicht . fn^ei'ne- Ta'scKe ^fdle Si'-Tasctie) 
r.--hine;±.n # >:"die':«.eltlich zai einem'-'Tunriel^i'hin - off eh itet / **der "2ur 
■ rPartikeloberflache wfuhrt . . Die Leucinleitenfcette bei P2 ist 
- nichti *inVKontakt\aniit Protein -und die Ijeuciriseitenkette bei P3 
:. ist , dn Kontakt rmit...- der . bfena chbart en j8-Untereinheit : Die SI - 
is Spezif itatstasche wird hauptsachlich durch die Reste '20; 31, 
35 49, 53 gebildet, d. h. Ala20, Val31, Ile35, Met45, Ala49, 
Gln53 f K);. in S5/PRE2 l(Fig . 6c) \, ^hr20-; Thr31, Thr35, Arg45, 
Ala49 r , Glh53: in<&l#PRE3 (Fig. 6a) / Ser20v- Cys31, His35, Gly45, 
Ala49, Glu53: in £2\PUP1 (Fig. 6b) . Der Rest 45 formt den Boden 
20 der Taschexmd scheint weitgehfend -ihreh' CHarakter zu bestim- 
-rnen. Benachbarte ^Untereinheiten dn den fi-Ringen trageri welter 
zu den .SI f Taschen ^bei ■ und modulieren deren Charakter : S2/PUP1 
im „Falle von r Sl/-PRE3 : mit Hisll4, flisH'6, SerllS, ' Aspl20; 
S3 /PUP 3 im r«Ealle ,von S2/PUP1 mit den Resten Aspll4 , Aspl20 und 
25, Cisl 18- .und: S6 / C5 : dm Fa lie von S5/PRE2 mit? Serll 8 , Aspl 14 , 
Glul20>und Glul22.^ * • 

Lactacystin- 1st kovalent^ an S5/PRE2 gebunden. Dies steht im 
Einklang mit • der beobachteten chemischen Modif izierung von 

30 Untereinheit >X des Saugerproteasoms (Fenteany'et al . , (1995) , 
Science 268/ 726-730) dem Homolog vbri PRE 2 . Seine Dimethylsei- 

" tenkette bei C10 reicht wie eine Valiri- oder Leucinseitenkette 
in SI hinein, aber weniger tief als die Norleuciriseitenkette 
von Calpain. Lactacystin bildet mehrere Wasserstdf fbrucken mit 

35 Atomen der Proteinhauptkette LactbJ-Gly470, Lact04 ' -Gly47N, 
Lact09' -Thr21N, Lact06- f r -ThrlN. Da die'se zuletzt genannten 
WechselwilrpLngen auch in S2/PUP1 und S1/PRE3 auftreten konn- 

•t 
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ten, die keine kovalenten Komplexe mit Lactacystin bilden, 
scheint die SI Seitengruppe, die in der hydrophoben SI Tasche 
von S5/PRE2 bindet, die Ausbildung einer kovalenten Bindung 
und deren Stabilisierung zu dirigieren. somit ist diese Sei-, 
tengruppe ein wichtiger Ansatzpunkt zur Entwicklung von Inhi- 
bitoren. 

4.5. Spezifitat 

65/PRE2 hat einen Methipninrest an Postion 45 ;in Kontakt mit 
der verzweigten .Sei^tenkette yon Lactacystin im Komplex; . Im 
Calpain- Inhibit orkomplex druckt die Norleucinseitenkette von 
Calpain die Methioninseitenkette um bis„ 0,27 nm in Richtung 

: auf . Ile35, - das aus dem Weg rotiert. Diese konzertierten Bewe- 
gungen machen die SI Tasche geraumiger. Dies steht im Einklang 
mit der, Beobachtung, dafi Lactacystin die chymotryptische Akti- 
vitat gegenuber chromogenen Substraten hemmt. Auf ihnliche 
Weise wird die chymotryptische Aktivitat in Proteasomen mit 
einer S5/PRE2 Mutante, die nichtaus ihrer- Prof orm prozessiert 
werden kann (Chen & Hochstrasser (1996) , Cell 86 961-972) und 
durch eine Mutation in-£5/PRE2 verringert, wo .eine. Substitu- 
tion yon Ala49 durch Val in der SI Tasche die GroSe beschrankt 

. (Heinemeyer : e.t : al . (1993), J. Biol. . Chem. 268, 5115-5120) . 
S1/PRE3 hat, einen Argininrest in Position 45 am; Boden der SI 
Tasche, die gut : f ur ;Glutamat , £1. -Reste geeignet is,t. Sie ist am 
wahrscheinlichsten - t die mit der . Peptidylgljit amyl-Pept id -Hydro - 
lyseaktiyitat (PGPH) des Prot^aspms ; asspziiertej .Untereinheit . 
Jedoch auch .die; Norleucins^i-tenkette beset zt diese basische 
Tasche im Calpaininihitorkomplex. Es wurde.-eine hoher zUsatz- 
licher Dichtepeak beobachtet, der mit der Guanidiniumseiten- 
; kette. asspzi^ert ist v und als . Ghlorid- Oder -.Carbonat ion. inter- 
pretiert werden kann,. welches eine.nicht ausgeglichene posi- 
tive, Ladung kompensierLt . , &2/PUPl hat als^Rest 45 ein Glycin 
und . f olglich eine geraumige, : am^Boden^ durch; His35 und Glu53 
begrenzte SIk Tasche . > - . ~ . <. - t 
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Wir. folgern'; dafi S5/PRE2 -sowohl die chymbtryptische als auch 
die;' trypti-sche *"Aktivitat -erithalt 7 wahrend Si/PRE"3 die - PGPH- 
Aktivitat ehthalt ; - aber beide Tascheh sirid hinsichtlich der 
GroSe (PRE2) und r der Polaritat (PRE3) aripassurigsf ahag . 62/ PUP l 
1st fur sehr grofie- PI Reste mit basischem -caiarakte'iri'g'^ignet . 
Mutationsanalysen haben gezeigt, daS Substitutionen : in 64/C11 
und S7/PRE4 die chymotrypsinartige bzw. die PGPH Aktivitat 
beeinflussen (Heinetneyer et al. (1993), supica; Hi'l-t & Wolf 
(1996), TIBS 21, 96-102; Hilt et al . (1993), J. Biol. Chem. 
.268, -. 3:4-79 --3:4 86 1 ) . • Diese Untereihheiteii sind 1 irialceiV, ' aber in 
Nachbarschaft zu^den lUritereinheiten 65/PRE2 ' \irid v fiiypRE3 aus 
beiden JRingen' '-gelegten (Figur 4) . Der " :t Austausch 7 ; vdn "Serl36 
idurchKdas voluminose Phe in 64/C11 stort den 'S-tfans-fi-Kohtakt 
.anil Hel:±x* H3 ~ ! Sswis ; c»€n 434/Gl £ r -und S5/PRE2 und kann die beriach- 
.bar^teiThrl-Steire 5 storen:; wi ; e : auch ; vermutlich dre* ; beleti6h der 
15 C-tertninalen Reste -von -S7/PRE4 , die extensive Kbntakte mit 
61/.PRE3 -bi-ldeh (Fig. 3)-. 

4.6 Propeptide -und Prozessieruna 

Funf /3-Typ-Unterei~nheiten werden mit Propeptid^h uriterschied- 
licher Langen'bis zu i 75 -Aminosauren synthetisiert , die wahrend 
der Reifung^ abgespal ten - werden. S2/PUP1 , S5/ r PRE2 uhd S1/PRE3 
zei'gen eine Autolyse zwischen Gly-1 - Thrl. Dies ist ein Pro- 
ze£, fur den das- Vorhanderisein von Thrl, Gly-1 und Lys33 er- 
forderlich' ist/Wir hatten-bereits -eirie Autolyse innefhalb der 
Untereinheit vorge'schlagen> wdbei ThrlO 7 als Nukleophil die 
vorangehende Peptidbindung angreift (Schmidtke et al. (1996), 
EMBOJ. 15/6887-6898). 

GemaS der Kristallstruktur wird dem Wasser NUK eine zentrale 
Rolle zugedrdriet. Es ist idealerweise so positidniert , urn als 
Base bei der Entfernung eine Protons von ThrlO Y zu wirken und 
die nukleophile Addition an den Carbonylkohlenstof f von Gly-1 
anzutreiben. Es gibt keine Inf ormationen uber die Position und 
Orientierung der Gly-1 -Thrl -Peptidgruppe in den vollstandig 
prozessxe^ten Untereinheiten, aber wir konnen sie von teil- 

■( 
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weise prozessierten oder unprozessierten Untereinheiten 
S3/PUP3, 66/C5 und S7/PRE4 ableiten, welche ahnliche Orientie- 
rungen zeigen. Gly-10 ist in diesen Untereinheiten in Richtung 
des positiv geladenen Lys33N f und von Gly47N gierichtet, die. 

s ein • Sauerstof f anionenloch in Analogie zu Serinproteasen bil- 
den, urn die entstehende negative Ladung zu verteilen, wenn das 
tetraedrische Addukt gebildet wird. Eine Umlagerung zum Ester 
kann nach dejn Protonentransf er vom Wasser NUK -zu ThrlN und 
Spal tung : der Peptidbindung ;erf olgeri . Die nahegelegenen Res te 

10 Serl2 90 T : und ;Serl6,90^>unersfcutzen diese Reaktion. Beide Hydrox- 
ylgruppen sind uber -Wasserstof fbrucken .an Aspl66 gebunden, 
welches in den. aktiveri: .Untereinheiten invariant ist. NUK ist 
; wahrscheinli;ch. ebenf alts bei der.Esterhydrolyse als* angreifen- 
des Nukleophil -beteiligt'; welches schlieSlich in das Produkt 

is eingebaut wi-rd ; (Fig. 5 # .\ Abschnitte a bis c) . Der Gly-1 Rest 
scheint essential! zu sein, \da eine Seitenkette an^Position -1 
mit dem Proteinruckgrat" bei Position 168 interf erieren und 
eine Konf iguration erzwingen „ wurde , die fur eine Autolyse 
ungeeignet ist. 



Mit Freisetzung von Thrl werden die Untereinheiten aktiv. Wenn 
die katalytische Stelle nicht r intakt ist, wie in- den Unterein- 
heiten;, 63 / PU P3 > £6 ACS : und S4/C11, denen Thrl :'fehlt, -in 
S7/PRE4, bei ,:dem--Lys33 dureh Arg ersetzt :ist, und'^in konstru- 

25 ierten . Vardanten yon LMP2;/^ dem Saugerhomolog - von S1/-PRE3 
( Schmidt ke - et fc ai . &996kr supra), und von ' PRE2" : (Chen & Hoch- 
strasser ,(1996),> supra );n trittr eine Autolyse bei/' Rest; 1 riicht 
auf . 67/PRE4 ; besitzt ^beider.essentiellenlReste Gly-l und- Thrl, 
aber in einer, Konf igtiratibn*v die sich stark/' von u der jenigen 

30 unterscheidet , , die in :den , aktiven Untereinheiten. gefunden 
wird, da die Thrl Seitenkette *durch daswgroSere Arg33 "Wegge- 
druckt wird, welches den Lysinrest ersetzt (Figur 4b). Das 
Auffinden von - Def,ektenr,in;; der ; katalytischen Aktivitat **und in 
der Prozessierung- belegt "die ;strukturelle <Labiditat der Thrl- 

35 Stelle, die^durch Mttfcationeh von -benachbartfen* Re&ten der glei- 
chen oder - benachbart en j Untereinheiten :lgestort ^ werden 1 * kahn. 
Anciererseits ist es ajach :m6glich/. dalS eine.inaktive Mutanfee- r in 



20 
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r der Umgefeung aktdv.er Untereinheiten selbist aktiv werderi kann, 
' .. -was :i im Einkl;an9 ^nlt Beobachtungen~;isteHt , dag T ; acidopliilum 
Spezies, die einen ^Def ekb. in der ; Prozessieriing aufweisen, bei 

r ,Koexpression J mit?WiM-Typ-Protein:prozessiert wetderi (Seemiil- 
s ,ler et •■ : al;o^(19.9J5i:# «upra?) . h;.. -> ' • , 

: Die Propeptide, .spielen [eihe' essehtielle -Roll^ bei der '--Assem- 
blierung jsukaryontischer Proteasomen; was auf direkte *oder 
indirekte rE;fe%kte> durch ..Teilnahme f .an . Wechselwirkungeri' zwischen 
10- Unfcereir^exteno von 
Untereinheiten- zuruckzufiihren vsei-n- ^kann; Die ; beobachteten 
Strukturen* deruRrozessierungsi-nt^^ von 1 S7/PRE4 (M) und 

S6/G5 und., des uriprozessierten ; Propeptide "63 APUP3* -geben ; Hin- 
* -we ise dar auf . da&;beide -Ef fektfe auf treten , - • da die : Piropept ide 
is fest; ari ^denv Rest des Proteins- gebunden ts-xhd iixrid* rriit- ahderen 
: -Untereinheiten rweehselwirken , z . B ^ Propeptide S7/PRE4 mi t 
: - 61/PRE3 ; bei den Resten . 92w\und . :115 ' ~und Propieptad 66/C5 mit 
S7/PRE4 bei 91 und-116. > - - ^ : . 

20 4.7 Eintritt in das und Austritt aus dem Proteasompartikel 

Die hydrolytische Aktivitatrdes^ Proteasoms ist mit Thrl und 
. der j8-Ringfdachen :tim Inneren des die hydrolytische Kammer 
def inierenden /?-Hohlraums assoziiert . Das. SubstrSt muS in das 

25 Partikel eindringen nund. das Prodiikt miiS f reigesfetzt werden. 
Beim Proteasoralvon T':acedophilum sind h zwei Eintrittsof fnungen 
mit einem Durchmesser von etwa 1,3 nm an • den ( Enden der zylin- 
drischen Teilchen -of fen; '-die . durch eirie Ringflache von Knick- 
bildenden Segmenten Tyrl26--Gly-Gly-Val der sieiberi identischen 

30 Of-Untereinheiten begrenzt sind. Die N-terminalen Reste 1 bis 
12 sind in diesem Protein, ungeordnet . 

Im Gegensatz dazu ist die hydrolytische Kammer des 20S Protea- 
soms der Hefe f ast< Ainzuganglich. Die N-Termini der Unterein- 
35 heiten al/C7, a2/Y7, a3/Y13, ar6/PRE5 urid a7/Cl reichen in die 
Offnung hinein und- f ullen. sie vollstandig mit mehreren Schich- 
ten von eng. mitemander verwobenen Seitenketten aus (Figur 8) ♦ 

•I 
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Es gibt somit keineiv Zugang in das Innere des Partikels von 
den Zylinderenden ohne erhebliche Umlagerung. Es gibt einige 
enge Seitenf enster , insbesondere an der Grenzflache zwischen 
den or- und /3-Ringen, die dufchlassiger sind al's im T. acidophi- „ 

s lum Proteasom, da kleinere Seitenketten dort vorliegen. Diese 
Of fnungen bef inden sich hauptsachlich zwischen den z^hnartigen 
Helix Hl-Knick-Helix H2-Motiven der or-jS-Grenzf lache (siehe 
Figur 4a bei Lowe et al . (1995), supra) und fuhren zu den N- 
terminalen Threoninresten des aktiven Zentrums. Sie sind mit 

io polaren. und geladenen Aminosaureseitenketten bedeckt , die sich 
bewegen konnen, urn Of fnungen mit etwa 1 nm Durchmesser zu 
erzeugen und moglicherweise- die Passage von ungefalteten ge- 
streckten Polypeptidketten erlauben.. Das 19S Partikel / welches 
die ATP- und Ubitiquin-Abhangigkeit der Proteolyse, durch das 

15 Proteasom bewirkt , ist an die Partikel * angehef tet urn das 26S 
Proteasom zu bilden; Die Asisoziierung fuhrt zu einer starken 
Aktivierung der Peptidhydrolyse (Hoffman und f Rechsteiner 
(1994), J.., Biol. Chem. 269.,. 1690-16895} : . Auf ahnliche Weise 
ist der Proteasomregulator PA28 an of-Typ> Untereinheiten gebuh- 

20 : den (Kanaka-: et al . ( 19:9.6) ,. Euro. J. Biochem. 236, 510-5-16). Er : 
beschleunigt- die \Peptidspalturig 'urid verbessert '> die- Antigen- 
prozessierung.* ;/Beide ■>% xegulatibrischen Faiktoren konnten die 
Eingangspf fnungen auf. konferoll&erte .Weise in vivo offnen. 

25 4 . 8 Erzeuaunq von- MHC: Klasse^-I ;Peptiden 

Das v 2 OS Proteasom^ erzeugtt Peptidprodukte mit - e&rier- 'exigent- Lah- 
genverteilung, . uberwi.egend OetaK: oder Nonapeptide, ein r Gr6fieh- 
bereichii der optimal' fun. die Bindung von^ MHC Klasse I Mdleku- 

30 len dst HYork- & Rocks, (1996);;\ Annu. Rev. .Immunor;-14, 369-396). 
In vitroaUntersuchungen habenigezeigt , dafi dutch' 20S Proteaso- 
men aus intakten .Proteineri *erzeugte Peptide- durch -MHC Klasse- I 
Molekule prasentiert werden (Dick :et al . (1994 ) Immunolv -15-2 , 
3884-3894; Niedermann et al . (1996), Proc. Natl. Acad. Sci. 

35 USA 93>: ^8572 - 85-77 )r. -In einem in vivo Experiment: wurde geieigt, 
dal§ Prot^easomeninhibitoren die MHC Klasse 1 -! Prasentatibn^ von 

.. .Pro.teinantigenen hemmen;"(Rock.,et al . '(199:4<> , CelT 78, 761^-771) 
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,und : daS/dieqAnz Zelrloberf l^che vorliegenden MHC 

Klas.se -;I ;-l^o]^kul : eTidurch' die induzierbaren Proteasomenunterein- 
heiten : fi5i/LMP5- v und 6li/LMP2^*reguliert wird, :wie^in -Mausen. <nit 
zielger-ichtjeten Peletionen ^der . ;fur ,^diese Proteine codierenden 

-Gene gezeigt : >rurde^(Fehling etaal .".(1994). Science -265, 1234- 
1237), .. LMP2 -imch L!yiP7i. erset zen iiach IfFN- y Stimuld'erurtg die* kbn- 
stitutiy expMmigrt A en UntereinheitenV 

-MHC -Klasse,;I . Peptide xhahen -ubl ictierwei se basische :oder hydro- 
phobe 'C-te^inaleoE^sfee : .( siehe: von: En- 
gelhard ; (19,94) Cur r.v Qpin..;: Immunol . ^6 / 13-23) ,c Die LMP2/7 
Substition . ja^d^ so 
dafi : ein groSerer -Anteil der-jvon^MHC Klasse I Moltekulen bevoir- 
zugten^Peptideniierzeugt wird . LMP2 Kerset zt Y,c da's~:humarie : Homo- 

-loge : yon - S]t/PRE3,>0; LMP7^erset zt> .: X , - das Hombloge^ von V :fi5/PRE2 . 
Alle Mitglieder dieter :Unter£amilie zeigen. einen s hohen Grad an 
Sequenzidentitat , :. aber 6li/rLMP2 > ^hat zwei auffallige Unter- 
schiede gegenuber &1/PRE3 ;in. der SI Tasche: Thr31 ' Phe und 
Arg45 -» Leu. Durch den Austausch von Arg gegen Leu wird die 
Tasche : unpplar und: durch den Austausch von Thr gegien Phe en- 
ger r ;: ,so r dafi .die. - PGPH-Aktivitat verringert . « "und die 
chymotryptische Aktivitat erhoht. werden sollte, Wenn Sli/LMP2 
das. Saugerhomolog fur,. IS 1/ PRE 3: fersetzt. Dies wird in der Tat 
beobachtet (Gaczynska et al. (1993), Nature 365, 264-267; 
Driscoll et al. (1993)., Nature 365/ 262-264) w.enn LMPs durch 
eine Behandlung mit IFN-y induziert werden,. Die gegenteilige 
Wirkung findet man in- Zelllinien^ * denen die LMP2 und LMP7 Gene 
fehlen und ,in Mutantenmausen mit einer Disruption des LMP2 
Gens (Van Kaer et ; al;. (1994) , -Immunity. 1 , . 533-541) . Ein Erset- 
zen der Saugerhomologen von S5/PRE2 und 62 /PUP1' durch LMP7 
bzw. MECL1 * beeinf lufit nicht direkt die SI Taschen und ihre 
Effekte konnen nicht von einer Anderung der Spezifitat bei PI 
stammen, wie man sie fur LPM2 findet. 

Im Hefe 20S Rrotesom werden die ' Untereinheiten S7/PRE4 bzw. 
S6/C5> an den Resten -8 und -9 teilweise prozessiert. Dabei 
entstehen \pcta- . oder Nonapeptidprodukte, die nicht aus dem 



WO 98/42829 




Enzym freigesetzt werden. Beide Peptide haben ahnliche Konfor- 
mationen mit einer Verdickiirig, die zwei Abschnitte mit lang- 
gestreckter Konformation unterteilt, was der Konf ormation von 
MHC Klas.se Irgebundenen. .Peptiden ahnelt. Durch Vergleich des m 

5 Propeptids von S6/C5 mit einem viralen Peptidnonamer im Kom- 
plex mit \ seinem MHC. Klasse I Rezeptor (Madden et al . 
(1992) ,Nature 321-325) wird die Ahhlichkeit mit rms Abweichun- 
gen fur alle Atome von; 0,23 nm und fur -die C a -Atome von 0,13 nm 
quantif iziert und laSt vermuten, daS bevorzugte lokale Kori- 

io- f ormatiorien«eine: Rolle ^bei der-Erzeugung (durch das Proteasom) 
und Presentation (durch MHCl. Klasse I Molekule) von immundomi- 
nanten; Peptidepitopen* spielen. 
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.o'-i' ■?*,'■ -Anspruche * . v ■ / 

yerf ahrent^zum Gewinnen einer ,aufgereinigten 'eukaxYonfci- 
schen ..^oke^piQenpX f hp.B f r.ait±on,^ umf assend die Sehrifct'e-: * ' 
(a) . -Htrsteliung ■ eines Rohextrakts./ durch : * iAuf schlu£~Von 

e.tUca.rygnt^8.chenr'Zellen.> i r - ' ■ - .tb. . :• v > 

jb). - ; Abtrennung : „unl6slicher; Bestandteile f aus dem: Rohex- 
'.^.;. : -trakt,^^ov^^ . 5 * ' ■ • - ■ * - 

( g ), chrojnatpgraphisphe . Auftrennung ; in . > Erakbirorien- uber 
i ein Ionenaus&ayschermedium, , • 

(d) Testen der in Schritt i.(e) erhaltenen Fraktionen und 
Sanuneln der aktiven Fraktionen, 

(e) chromatographische Auftrennung uber Hydroxyapatit , 

(f ) Testen der in Schritt (e) erhaltenen Fraktionen und 
Sanuneln der aktiven Fraktionen, 

(g) Konzentrierung der vereinigten Fraktionen, 

(h) chromatographische Auftrennung uber ein 
Gelf iltrationsmedium und 

(i) Testen der in Schritt (h) erhaltenen Fraktionen und 
Sanuneln der aktiven Fraktionen. 

Verfahren nach Anspruch 1 

dadurch gekennzeichnet, 

daft man Hefezellen verwendet. 

Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi das Testen der Fraktionen in Schritt (d) , (f ) 
oder/und (i) jeweils zwei Bestimmungen der proteolyti- 
schen Aktivitat umfaBt, wobei eine in Abwesenheit und die 
andere in Gegenwart eines Proteasomeninhibitors durch- 
gefiihrt wird. 

Verfahren nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS rffal^ Lactacystin als Proteasomeninhibitor verwendet . 

1 
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5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS mindestens einer der chromatographischen 
Trennschritte in einem FPLC- System durchgefuhrt wird. 

6 . Verf ahxen nach einem der Anspruche 1 bis 5, 

weiterhin umfassend das Kristallisieren der aufgereinig- 
ten Protesomenpraparation. 

io 7 . . Auf gereinigfte .eukaryontische Proteasomenpraparation, 
erhaltlich durch das Verfahren nach einem der Anspruche 1 
bis 5. 

. 8., Auf ,ger;^inigte. eukaryontische: Proteasomenpraparation in 
is „ kristallisierbarer Fqrm. 

9. Aufgereinigte kristallisierte eukaryontische Proteasomen- 
praparation.. , , 

20 1.0 . .I^rapara : tion Tr nach. Anspruch 9 , ; , f , : 

dadurch gekennzeichnet, ^vu.-, 

daS der Kristall einen Proteasomeninhibitor enthalt. 

11. Preparation nach . Anspruch 10, 
25 dadurch gekennzeichnet, 

daS t der^ Ii^ibitor ^ein Tripeptid-Aldehyd ; oder Lactacystin 

i^t .. *..,■**.■ 1 "■ * *i i" 1 i t x* . ■ .* . 

12. Preparation nach einertuder Anspruche 7,,bis. c ll,. 
30 dadurch gekennzeichnet, 

daS sie ein Proteasom aus. ein^r- Hef e, umf a£t>. -xsw:-. 

13. Preparation. nach : Anspruch. 12, K 

dadurch gekermzeichnet, . . „ .f f / 

3s dafi sie ein Proteasom aus Saccharpmy,ces[ .cergtyisiae urn* 

faSt. 
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14. Preparation nach einem der Anspruche 7 bi : s i r 3 : , s 
; dadurch: gekennzeichnet , ; : ^ 

daS; sie.. -ein^n Komprex axis 28 'Uht ereinhei t err umf afit , der 
s jeweils 2 Molekule von 7 verschiedenen a -Typ-Unt erein- 

hei ten uhd 7*;' verschi£deneri ^ 1 enthal t , 

15. Verwendung der auf gereinigten - euka^britischen ?rdteaso- 
menpraparatiqn nach einem der Anspruche 7 bis 14 zur 

io : vl dent if izieruh'g 'und Gfewihniirig? 'neufer Prdtieabbmeni^ 
- »" ren: ^' : - * ^' ' - ^-ub n;. 

16. Verwendung von Daten aus der Kristallstruktur von kri- 
s t a l s l i^slerCeh^ : %iik;a¥y6nt i s cheirr - Pro t ea^ometiprapar a t ionfen 

is nach einem der Anspruche 9 b'i : s : 14 r zur Tdenti^iiiei^ng und 

Gewinnung neuer Proteasomeninhibitoren. 

17. Verwendung von Kristallstrukturdaten aus d4m Beireich der 
Proteasomentaschen SI der Untereinheiten S1/PRE2, S2/PUP2 

20 oder/und S5/PRE2 zur Identif Izierung uri& ^winriung neufer 

Proteasomeninhibitoren, - 1 /:: *'' r - :: : 

18. Verwendung nach einem der Anspruche 15 bis 17 in einem 
computergestut z ten Model lingprogramm. : 

19. Verwendung nach Anspruch 1 : 8, : umfasse'nd ^inen Schifitt des 
Homologiemodelling, indem die Kristallstrukturdatfen eines 
Hef eproteasoms mit Aminosauresequenzen aus dem humanen 
Proteasom modifiziert werderi. : ' : 1 

30 

20. Neuer Proteasomeninhibitor , 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi er eine zur Proteasomentasche SI der Untereinheiten 
&1/PRE3, S2/PUP2 oder/und 65/PRE2 "komplementare dreidi- 
35 mensioriale Struktur aufweist. 
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